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“[…] Without understanding molecules we can only have a very sketchy understanding of 
life itself. All approaches at a higher level are suspect until confirmed at the molecular 
level.” 
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RESUMEN / SUMMARY 
The goal of promoting or repressing gene expression by low molecular weight ligands is 
closely related with advances in our understanding of the DNA recognition reaction. 
Besides, there are notable applications in molecular biology of ligands with sequence 
selective DNA binding.  
The central objective of this dissertation is to deepen in the knowledge of DNA recognition 
of several ligands, mainly by the development of a new miniaturised assay. 
Available analytical assays for the determination of the potential selectivity interaction of a 
particular compound to DNA suffer the drawback that none are applicable to the high-
throughput screening required to explore libraries of compounds in a systematic search for 
new and more selective DNA binders. In the introduction to this dissertation there is a brief 
review of concepts, data and methodologies related with DNA binding ligands. Special 
focus is made with intercalative agents. 
In addition, we describe the development and characteristics of a method that fulfil the 
expected purposes and its application to almost a hundred of ligands of diverse DNA 
binding modes.  
For this screening method we use synthetic oligonucleotides containing a fluorophore attached 
to deoxyribose at the 5’ position in one strand and a quencher in the 3’ position of the 
complementary. In double strand DNA fluorescence is quenched as fluorophore and quencher 
are in close proximity. When the strands melt, both are separated and there is a large increase 
in fluorescence. Ligand presence causes an increment in the temperature at which half DNA 
molecules are dissociated, therefore their strands are separated (melting temperature, Tm).  
These experiments are carried out in the real time thermocycler Fast-7500 Sequence Detection 
System from ABI-PRISM. This equipment provides us with a spectrofluorimeter where 
constant temperature variations can be established. It requires small amounts of material 
(typically 20 µl reaction mix total volume) and can perform 96 melting profiles in parallel. 
This makes feasible that the determination of the preferred sequence be fast, sensitive and 
quantitative and also allows carrying out the analysis of a high amount of specific double 
stranded DNA sequences. The procedure has relevant advantages comparing to DNA 
denaturalization detection by other techniques, like UV absorbance.  
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Method’s utility has been validated with compounds binding DNA by different mechanisms. 
Thus, we have analysed minor groove DNA binding ligands (DAPI and Hoescht 33258), the 
monointercalative agents etidium bromide and doxorubicin, several bisintercalators (TOTO-I, 
thiocoraline-A and echinomycin), compounds that bind covalently to DNA (ecteinascidins and 
derivatives) and ligands with a complex way of DNA binding, such as the γ-carboline bis-salt 
AMP-10.15 or S223906-1, which binds to single-stranded DNA. For model compounds, results 
are consistent with those obtained by traditional procedures such as footprinting. 
This assay has also been applied to a library of cationic heteroaromatic compounds based 
on benzimidazole, benzothiazole, carboline and azolodiazines heterocycles, with potential 
intercalative properties, that were synthesized by our group. For these ligands, gel 
intercalation assays where performed as well before the determination of their general 
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A:  adenina 
ADN:  ácido desoxirribonucleico 
ARN:  ácido ribonucleico 
Å:  Angstrom(s) (0,1 nanómetros) 
BSA:  albúmina de suero bovino (Bovine Serum Albumin) 
C:  citosina 
cm:  centímetro 
D:  cadena doble de ADN o dúplex 
DAPI:  diaminofenilindol 
DM:  simulaciones de dinámica molecular 
DMSO:  dimetil sulfóxido 
DSC:  calorimetría de barrido diferencial (Differential Scanning Calorimetry) 
∆Cp:  variación de la capacidad calorífica  
∆G:  energía libre de Gibbs 
∆G0:  energía libre de Gibbs estándar 
∆H:  entalpía 
∆H0:  entalpía estándar 
∆Lk:  índice de enlace (linking number) 
∆S:  entropía 
∆S0:  entropía estándar 
∆Tm:  incremento de temperatura de fusión (melting temperature) 
EDTA:  ácido etilendiaminotetraacético 
EMSA:  ensayo de movilidad electroforética (Electrophoretic Mobility Shift Assay) 
ESI-MS:  espectrometría de masas de ionización por electrospray 
ET743:  ecteinascidina-743 (trabectedina o Yondelis®) 
η:  viscosidad 
θ:  elipticidad 
FAM:  6-carboxi-fluoresceína 
FEO:  flujo electro-osmótico 
FID:  ensayo de desplazamiento de un intercalante fluorescente (Fluorescent Intercalator 
Displacement)  
G:  guanina 
G4:  G-cuadruplexos 
HPLC:  cromatografía líquida de alta resolución (High-Performance Liquid Chromatography) 
HTS:  cribado de alto rendimiento (High-Throughput-Screening) 
ITC:  calorimetría de titulación isotérmica (Isothermal Titration Calorimetry) 
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K:  grados Kelvin 
kb:  kilobases (o kilopares de bases) esto seria kpb, en ingles kbp 
kcal:  kilocaloría(s) 
Keq:  constante de equilibrio 
kV:  kilovoltio(s) 
L:  ligando 
LB:  (medio) Luria-Bertani 
λ:  longitud de onda 
MALDI:  desorción/ionización mediante láser asistida por matriz (matrix-assisted laser 
desorption ionization) 
mbar:  milibar(es) 
MC:  simulaciones de Monte Carlo 
ME:  minimizaciones de energía 
MHEC:  metil-2,hidroxietil-celulosa 
ng:  nanogramo(s) 
nm:  nanómetro(s) 
µl:  microlitro(s) 
µg:  microgramo(s) 
pb:  pares de bases 
PEL:  perturbaciones de la energía libre  
PCR:  reacción en cadena de la polimerasa 
R:  constante de los gases (8.314472 J · K-1 · mol-1) o bien plásmido bacteriano relajado 
(según contexto) 
REPSA:  selección y amplificación de fragmentos protegidos del corte por endonucleasas de 
restricción (Restriction Endonuclease Protection Selection and Amplification) 
RMN:  Resonancia Magnética Nuclear 
s:  segundo 
S:  cadena sencilla de ADN  
S-:  plásmido bacteriano con superenrollamiento negativo 
SELEX:  evolución sistemática de ligandos por enriquecimiento exponencial (Systematic 
Evolution of Ligands by Exponential Enrichment) 
SPR:  Surface Plasmon Resonance (Resonancia de plasmón de superficie) 
σ:  densidad de superhélice 
T:  temperatura (según contexto) 
T:  timina (según contexto) 
TAE:  Tris-Acético-EDTA 
TAMRA:  tetrametilrodamina 
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TB:  trabectedina (Yondelis o ET-743) 
TBP:  proteína que se une a la caja TATA (TATA-box-binding protein) 
Tm:  temperatura de fusión (melting temperature) 
TOF:  espectrómetro de masas basado en el análisis del tiempo de vuelo (Time of Flight) 
TOTO:  homodímero de naranja de tiazol (Thiazole Orange homodimer) 
Tw:  torsión o vuelta (twist) 
UV:  ultravioleta 
VBA:  Visual Basic for Applications  
YOYO:  homodímero de amarillo de oxazol (Oxazole Yellow homodimer) 






















































El objetivo general de esta Tesis es profundizar en un mejor conocimiento básico del 
proceso de unión de ligandos al ADN, mediante el desarrollo y optimización de una 
metodología de alto rendimiento para determinar la selectividad de secuencia de unión de 
diversos ligandos al ADN, que suministre una información relevante con un mínimo 
consumo de tiempo y reactivos para cada compuesto analizado, permitiendo así su 
aplicación tanto para el estudio de compuestos discretos como de quimiotecas formadas por 
un elevado número de ligandos.  
Como objetivos específicos se han planteado: 
1) El estudio de un número importante de compuestos de una nueva familia de 
sistemas heteroaromáticos con nitrógeno cuaternario en posición cabeza de 
puente, con capacidad potencial de unión al ADN.  El estudio persigue, en 
primer lugar, determinar, la capacidad de unión al ADN para todos los 
compuestos sintetizados y evaluar si el modo de unión es intercalativo.  
2) Para aquellos compuestos que muestren unión por intercalación al ADN 
estudiar su potencialidad como intercalantes selectivos mediante la 
determinación de su selectividad de secuencia utilizando el método 
desarrollado. 
En el contexto del objetivo general, se ha pretendido desarrollar un procedimiento 
alternativo a los descritos en la literatura y habitualmente empleados para la determinación 
de la selectividad de secuencia ya que, hasta el momento, ninguno de ellos  puede 
aplicarse, de forma razonable, a un volumen de compuestos elevado, tanto por 
consideraciones temporales como por su elevado coste.  
Teniendo en cuenta que un número significativo de los compuestos sintetizados en el grupo 
y estudiados en esta Tesis Doctoral presentan actividad desde moderada a relevante como 
compuestos antiproliferativos (IC50 = 10-5-10-8 M), el conocimiento de su potencial 
interacción con ADN posibilita una mejor comprensión de los factores estructurales que 
pueden contribuir a la misma en las diversas familias de los compuestos catiónicos 
sintetizados y, eventualmente, ayudar en la búsqueda de uno o varios cabeza de serie.  
Por otra parte, la posibilidad de utilizar este conocimiento para el diseño de compuestos 
con una selectividad de secuencia predeterminada, jugando simultáneamente con 
cromóforos intercalantes y cadenas de unión (o linkers) entre cromóforos, podría permitir 
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el planteamiento futuro de proyectos enfocados sobre dianas funcionales definidas por, o 
dependientes de secuencias concretas de ADN, y tal vez incidir en aspectos potencialmente 
muy interesantes, pero sin duda difíciles, de regulación de la expresión génica. Asimismo, 
existen otras potenciales aplicaciones para compuestos intercalantes como los aquí 
descritos, como su uso como reactivos potencialmente útiles en investigación biomédica o 
para aplicaciones diagnósticas en la detección de mutaciones. Estas aplicaciones pueden 
surgir de determinadas propiedades químico-físicas de los compuestos sintetizados, como 
son la fluorescencia y cambios de ésta dependientes de la unión al ADN, la selectividad de 

























El diseño de compuestos con capacidad de unión a secuencias específicas de ADN tiene 
gran importancia en farmacología dado que existen numerosos fármacos que tienen el 
ADN como diana y cuya actividad terapéutica se basa en la afinidad y selectividad de su 
interacción con el mismo [1]. Por otro lado, estos ligandos de bajo peso molecular con 
capacidad de unión a secuencias predeterminadas de ADN pueden ser herramientas de gran 
utilidad en biología molecular [2]. 
Para comprender en toda su complejidad la interacción entre el ADN y estos ligandos se 
debe combinar la caracterización del mecanismo de unión a resolución prácticamente 
atómica, con datos termodinámicos de las energías de unión a oligonucleótidos [3]. Existen 
diversos métodos para estudiar esta unión pero generalmente presentan desventajas como el 
alto coste por ensayo (en tiempo, reactivos o fungible), falta de sensibilidad o imposibilidad 
de automatización. De ahí la utilidad de desarrollar un ensayo rápido y eficaz, capaz de 
identificar el sitio preferente de interacción entre el ADN y compuestos de diferente 
naturaleza [4]. 
A lo largo de este trabajo se expondrá un método novedoso que puede ser considerado 
como método de alto rendimiento para cribado de un gran numero de compuestos que se 
unan al ADN. Este método aporta mejoras significativas en aspectos como consumo de 
reactivos y de tiempo por ensayo, que tradicionalmente han limitado la determinación 
experimental de la selectividad de secuencia ligando-ADN. 
Previamente, se introducirán conceptos y datos sobre la interacción de ligandos con ADN, 
incidiendo especialmente en la unión por intercalación. Asimismo, se hará una recopilación 
de las técnicas comúnmente empleadas para la detección y caracterización de la unión 
ADN-ligando, destacando las ventajas e inconvenientes que presentan, fundamentalmente 
para su aplicación al estudio de quimiotecas. 
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1.  EL ADN COMO DIANA DE UNIÓN 
Para que una molécula sea una diana terapéutica es necesario que exista interacción con 
otra molécula que module su función. No cabe duda de la importancia del estudio de este 
tipo de interacciones con el ADN como diana, teniendo en cuenta su implicación en 
numerosos procesos básicos para la vida de la célula (ver cuadro 1) y su gran complejidad 
estructural. Esta molécula, cuya estructura en doble hélice es conocida desde 1953 [5], es 
un potencial blanco de unión para numerosos compuestos. Esta unión puede tener 
consecuencias relevantes tanto en los ámbitos experimental como diagnóstico y/o 
terapéutico. 
En primer lugar, los cambios físico-químicos que puede conllevar la propia unión tanto en 
el ADN como en los ligandos pueden ser de utilidad para la detección de ADN en general, 
o bien de la presencia o ausencia de determinadas regiones o secuencias dentro de él (por 
ejemplo, en el caso de mutaciones). 
En segundo lugar, a través de su interacción con el ADN, algunos compuestos pueden 
modular las importantes actividades de esta molécula en los organismos vivos [6]. Cabe 
destacar el cáncer, caracterizado fundamentalmente por una división celular incontrolada. 
Esta proliferación o división celular continua implica la replicación del material genético, 
cuyo soporte físico es el ADN. Por otra parte, es una enfermedad originada por 
acumulación de mutaciones que alteran la funcionalidad o regulación de ciertos genes, 
cuyos productos controlan la proliferación celular. Estos dos hechos hacen de la molécula 





Figura 1. A: Diagrama de la estructura de la doble hélice de ADN. De Watson y Crick, Nature 171, 737-738 
(1953): “Las dos tiras representan a las dos cadenas azúcar-fosfato y las líneas horizontales a los pares de 
bases uniendo a ambas cadenas. La línea vertical marca el eje de la fibra”. B: Modelo molecular de la misma 




 Reparación (muchos procesos distintos) 
 Enzimas implicados en el metabolismo del ADN 
 Topoisomerasas 
 Telomerasa 
 Expresión génica 
 Transcripción en general 
 Unión de factores de transcripción 
 Otros mecanismos 
Cuadro 1. Principales procesos en los que interviene el ADN que son susceptibles de modulación por 
interacción con ligandos. 
 
 Secuencia: 
     Única 
     Repetida 
     Preferente 
 Estructura: 
 Cadena sencilla / Doble hélice 
 Curvaturas en la doble hélice 
 Variantes estructurales: 
- Horquillas de replicación 
- Uniones de varias vías (ver figura 3) 
- G-cuadruplexos (ver figura 4) 
- Otras conformaciones 
Cuadro 2. Principales determinantes estructurales de la interacción de ligandos con ADN. 
Las características que hacen del ADN un blanco para la unión de potenciales fármacos 
pueden ser diversas (ver cuadro 2). Así, puede ser determinante desde la estructura 
tridimensional hasta la propia disposición u orden de las bases en el ADN (secuencia) [7]. 
La secuencia puede ser única, repetida (pequeñas islas repetidas, tripletes, etc.) o bien con 
una cierta acumulación de cierto tipo de bases en determinadas zonas, como las regiones 
ricas en GC (guanina-citosina) o AT (adenina-timina) y esto puede favorecer o impedir la 
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interacción con ligandos. Puede ocurrir la interacción con el esqueleto ribosa-fosfato 
(menos común) o con las bases nitrogenadas, que presentan grupos químicamente reactivos 



























































Surco mayor Surco may or
S urco menor Surco menor
B
d = desoxirr ibosa 
 
Figura 2. A: Estructura del ADN-B en la que se muestra la localización de los surcos mayor y menor.  
B: Estructura y orientación de las bases en los apareamientos tipo Watson-Crick y surcos mayor y menor. 
La propia estructura del ADN puede ser el determinante relevante para que éste se 
comporte como diana farmacológica. Existen moléculas cuya unión con el ADN puede 
estar focalizada simplemente hacia una única cadena sencilla o hacia la doble hélice 
(ligandos inespecíficos, con diversos modos de unión). Por su interés terapéutico, tienen 
especial importancia los compuestos que se unen a la cadena doble de ADN. En este caso, 
puede existir una mayor afinidad por el surco mayor o por el menor (ver figura 2). En el 
caso de ciertos compuestos, la presencia de curvaturas en la doble hélice puede mejorar la 
afinidad o la actividad (por eje mplo, el fármaco Trabectedine se une de forma selectiva 
al surco menor del ADN y lo curva hacia el surco mayor, causando una modificación que 
termina ocasionando la muerte de las células cancerosas por apoptosis [8]). Por otra parte, 
el ADN de cadena doble es capaz de adoptar diferentes conformaciones (tabla 1) en 
función de su hidratación, composición o secuencia de bases y de la cantidad de cargas 
positivas del medio. La flexibilidad del ADN permite que se den cambios significativos in 
vivo respecto de la canónica conformación B, como ocurre con la estructura de la caja 
TATA (región del ADN esencial para la expresión génica ya que en ella se inicia la 
transcripción por la ARN-polimerasa), que al unírsele la proteína TBP (TATA-box-binding 
protein), el ADN asume una forma más próxima a la conformación A [9-11]. 
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Tabla 1. Conformaciones A, B y Z del ADN de cadena doble y sus propiedades. 
 A B Z 
Altura por pares de bases (Å) 2.3 3.4 3.8 
Diámetro de la hélice (Å) 25.5 23.7 18.4 
Sentido de giro Dextrógiro Dextrógiro Levógiro 
Pares de base por vuelta de hélice 11 10.4 12 
Longitud de una vuelta (Å) 25.3 35.4 45.6 
Inclinación de los pares de bases respecto al eje 19º 1º 9º 
Por otro lado, hay ligandos que pueden interaccionar con otras numerosas variantes 
estructurales, de gran importancia por su aparición en procesos celulares relevantes, como 
las horquillas de replicación (ver imagen representativa en figura 3.A) o las uniones de tres 
(3-way junctions) y cuatro vías (ambas pueden aparecen implicadas en recombinación, 
reparación y otros procesos importantes para la célula) o bien los G-cuadruplexos (ver 
figura 4). Una posible aplicación de estos compuestos puede ser precisamente la detección 
de este tipo de estructuras [12]. 
A
          
B
 
Figura 3. Uniones de varias vías con un ligando intercalado. A: unión de tres vías. B: unión de cuatro vías. 
Extraído de [12]. 
Los G-cuadruplexos o G4 son asociaciones laterales de cuatro hebras de ADN Éstas 
estructuras ocurren en ciertas secuencias ricas en guanina y son muy estables. Hay 
evidencias de que pueden aparecer en las regiones teloméricas de los cromosomas y en las 
regiones reguladoras de algunos genes (particularmente oncogenes) [13]. Dada la 
peculiaridad de estas conformaciones locales del ADN y su posible implicación funcional 
en procesos relevantes para la proliferación celular, constituyen una interesante diana 
biológica para el diseño de compuestos potencialmente antiproliferativos. La inhibición de 
la actividad telomerasa (enzima encargada del mantenimiento de los telómeros, presente en 
el 85-90% de los canceres humanos) puede tener importante repercusión sobre la capacidad 
proliferativa [14]. Se ha visto relación entre la actividad de compuestos que inhiben a la 
telomerasa y la capacidad de dichos ligandos para interaccionar y estabilizar G4. Los 
compuestos estudiados en esta tesis presentan las dos características básicas presentes en la 
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mayoría de los estabilizadores de cuadruplexos: poseen una estructura altamente plana y 
son especies cargadas. Se trata de un campo prometedor y que ha dado lugar a numerosos  























Figura 4. G-cuadruplexos. A: Uniones entre las guaninas de los G4 y un ligando. B: Algunas posibles 
topologías con las orientaciones de las hebras mostradas con flechas. C: Modelo esquemático de la 
estructura secundaria de los telómeros humanos [23]. D: Modo de acción de los inhibidores de la telomerasa. 
Finalmente, hay otras muchas conformaciones posibles del ADN que pueden ser blanco de 
diversos compuestos, debido a la gran diversidad de secuencias y posibles estructuras que 
éstas pueden determinar. Además, se pueden unir al ADN moléculas de diferente 
naturaleza, como más moléculas de ADN (se unen hasta tres cadenas sencillas formando 
triples hélices y hasta cuatro cadenas como ocurre en los G-cuadruplexos), ARN (dando 
lugar a un complejo de baja estabilidad) [24, 25], proteínas (enzimas, factores de 
transcripción), oligosacáridos, iones (cationes inorgánicos por unión electrostática) y 
compuestos orgánicos de distinta naturaleza. 
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2.  MODOS DE UNIÓN DE LIGANDOS AL ADN 
Según el tipo de interacción, podemos clasificar la unión como covalente (se producen 
enlaces de tipo covalente entre el compuesto y el ADN, que son estables e irreversibles) o 
no covalente (como las uniones por enlaces de hidrógeno o las interacciones 
electrostáticas). Presentan unión covalente los agentes alquilantes y los análogos de 
nucleótidos. La unión no covalente se divide a su vez en varios subtipos de unión, 
destacando la unión a los surcos y la intercalación. 
Los agentes alquilantes se unen covalentemente a las pirimidinas, específicamente a los 
átomos N7 de las adeninas y guaninas, e incluso al N2 y N3 y fueron los primeros 
compuestos usados en quimioterapia. Según el tipo de mecanismo pueden dar lugar a 
mutaciones, o bien generar uniones entre dos cadenas del ADN (cross-link), lo que bloquea 
por ejemplo la replicación. Pertenecen a este grupo las mostazas nitrogenadas, compuestos 
con platino como el cis-platino o el carboplatino, las etilenaminas, los alquilsulfonatos, las 










































Figura 5. Estructura de algunos agentes alquilantes. 
Los análogos de nucleótidos se incorporan en el ADN, pudiendo impedir su síntesis y/o 
alterar el ciclo celular. Son ejemplos el AZT-monofosfato y 3TC- monofosfato [29], o el 
tenofovir [30], empleados como inhibidores de la transcriptasa reversa (todos utilizados 
frente a VIH y el último también frente a hepatitis B) [31-33] y la citabina y la 
















































Figura 6. Estructura de algunos análogos de nucleótidos. 
Los compuestos que se unen por los surcos se suelen unir al surco menor. Por lo general, 
son estructuras alargadas y con múltiples grupos capaces de formar puentes de hidrógeno. 
Ejemplos destacados son la distamicina A, un antibiótico obtenido de la bacteria 
Streptomyces distallicus o la netropsina, antibiótico de Streptomyces netropsis. [27], así 

















































Figura 7. Estructura de la distamicina A y la netropsina. 
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Los agentes intercalantes se insertan entre dos pares de bases adyacentes. Son compuestos 
que suelen contener anillos aromáticos planos. Este tipo de unión al ADN se tratará más 
extensamente en el siguiente apartado. 
Algunos ligandos no covalentes presentan una unión mixta. Hay un gran número de 
ligandos cuya unión es combinación de intercalación y unión por el surco. Este tipo de 
compuestos suelen estar formados por varias subestructuras, como los bis-intercalantes, 
formados por dos cromóforos que intercalan, unidos por una cadena que se une a los 
surcos. La unión al surco puede favorecer tanto la especificidad como la afinidad de la 
unión, siendo ejemplos representativos la actinomicina D y el ditercalinio.  
Por otra parte, recientemente se ha descubierto un nuevo modo de unión: en el punto de 
cruce de tres dobles hélices (unión de tres vías), que se manifiesta durante alguna de las 
etapas de división celular y que se ha visto en distintas formas de cáncer y otras 
enfermedades como la distrofia muscular miotónica o la corea de Huntington [39]. 
 
Figura 8. Representación de la unión de un ligando a un ADN de tres ramales (tomado de la ref. [39]). 
3.  INTERCALACIÓN 
El fenómeno de la intercalación 
La palabra “intercalación” proviene del latín intercalare, que significa insertar. Fue 
introducida por primera vez en 1961 por Lerman [40] para describir la unión entre un tipo 
de acridinas y el ADN. Se define como la inserción coplanar de un compuesto entre dos 
pares de bases adyacentes. 
Los intercalantes suelen ser o estar formados principalmente por estructuras policíclicas, 
planas, generalmente sistemas aromáticos o heteroaromáticos pi-deficientes, que tienen la 
capacidad de insertarse entre las bases nitrogenadas del ADN. Debido a su estructura 
electrónica absorben fuertemente en el UV y son sustancias coloreadas, por lo que se suele 
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usar el término “cromóforo” para referirse a este tipo de sistemas. Las fuerzas que 
sustentan este tipo de unión se basan en fenómenos de apilamiento o stacking 
(fundamentalmente transferencia de carga y dispersión London) [41-43] e interacciones 
hidrofóbicas [44, 45]. En el proceso de intercalación intervienen numerosos factores como 
los efectos estéricos, electrostáticos, hidrofóbicos, entrópicos, la facilidad de 
desapilamiento de bases o la naturaleza de las bases que flanquean el sitio de unión, que 














Figura 9. Esquema de la unión del intercalante bromuro de etidio a un fragmento lineal de ADN. 
Tipos de intercalación 
La forma más elemental de inserción de un cromóforo en una cadena de ADN, que 
corresponde con lo descrito (ver ejemplos en las figuras 9 y 10.A), se denomina 
monointercalación.  
También puede darse la unión de dos o más cromóforos que se encuentran unidos mediante 
una cadena adecuada (linker), dando lugar a la poli-intercalación [46, 47]. El caso más 
común y sencillo es el de los bis-intercalantes (figura 10.B). Según el tipo de cadena, ésta 
puede conferir una mayor capacidad de unión con el ADN si tiene también capacidad de 
interaccionar con él, como suele ocurrir con los bis-intercalantes formados por dos 
cromóforos intercalantes unidos por una cadena que se une a los surcos, pudiendo 
favorecer tanto la especificidad como la afinidad de la unión a través de uniones de 
hidrógeno complementarias entre el compuesto y el surco. Esto ocurre con la actinomicina 
D (con grupos intercalantes poliaromáticos y grupos peptídicos cíclicos que se unen al 
surco menor) o el ditercalinio (en este caso, la cadena que une a los cromóforos se une al 
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surco mayor). Cabe destacar que la longitud y naturaleza química de estas cadenas pueden 
ser muy distintas (por ejemplo, de naturaleza polimetilénica, amínica, peptídica o incluso 
nucleotídica [48]), pudiendo, además, ser rígidas o flexibles. 
Otros casos de poli-intercalación conocidos son los tris- (figura 10.C) [49], tetra- [50] e 
incluso penta-intercalantes, sintetizados con el objetivo de obtener gran afinidad y 
potencial selectividad de secuencia [51, 52]. 
También existen casos particulares como la hemi-intercalación, que se produce con la 
unión de un intercalante a ADN de cadena sencilla (figuras 10.D) [53-57]; o como el de un 
derivado de la acridina (acridin-4-carboxamida) que se une a dos dúplex [58]. 
A B C D
  
Figura 10. Representación esquemática de los distintos tipos de intercalación. A: Monointercalación. B: Bis-
intercalación. C: Un tris-intercalante y diferentes formas en las que se puede situar la cadena de unión de los 
cromóforos. D: Hemi-intercalación. A la derecha, modelo tomado de la referencia [57]; en color negro, el 
intercalante (actinomicina D); en gris, el ADN (ATAGTT). 
Efectos de la intercalación sobre el ADN 
La interacción de cualquier ligando con el ADN, independientemente de cual sea el modo 
de unión, produce cambios físico-químicos en éste [59] como aumento de la masa total, 
disminución del coeficiente de sedimentación, disminución de la carga neta (con 
compuestos con carga positiva) o variación del espectro de absorción o emisión. 
Determinados parámetros termodinámicos de la reacción de unión difieren para 
compuestos que se unen a los surcos y para intercalantes (tabla 2). 
Tabla 2. Datos termodinámicos medios para distintos modos de unión al ADN*. 
 Unión a los surcos Intercalantes 
Energía libre de unión (∆G) -9.5 ± 1.6 kcal·mol-1 -7.3 ± 0.8 kcal·mol-1 
Rangos de entalpía (∆H) -5.8 a 10.0 kcal·mol-1 -9.0 a -5.3 kcal·mol-1 
∆H/∆G 0.33 a 1.85 0.83 a 1.97 
Fuerza predominante de unión [60, 61] Entrópica (∆S positiva) Entálpica (∆H) 





Figura 11. Aumento de longitud y rigidez producido en un fragmento lineal de ADN como consecuencia de la 
unión de concentraciones crecientes del intercalante ditercalinio. Fotografías tomadas de la referencia [63]. 
Conviene considerar que la doble hélice de ADN se encuentra plegada sobre sí misma tanto 
aislada en medio acuoso como in vivo, formando estructuras terciarias como la forma 
superenrollada, que es la más típica. El superenrollamiento de la cadena doble de ADN es 
un fenómeno análogo al que ocurre habitualmente con el cable de un teléfono. Se define 
como el retorcimiento o giro de una hélice sobre si misma de forma que su eje no siga una 
línea recta sino otra hélice. Como la hélice de partida ya lleva implícito un enrollamiento, a 
la nueva hélice descrita por el eje de la primera se la llama "superhélice". Esta 
conformación es consecuencia de una torsión que introduce una tensión estructural en la 
molécula y, por tanto, sólo se mantiene si los extremos no tienen libertad de giro, por 
ejemplo si están formando una molécula circular covalentemente cerrada, de forma que el 
libre giro no pueda liberar la tensión y deshacer el superenrollamiento. El ADN se 
encuentra en forma circular y siempre superenrollada en bacterias y orgánulos eucarióticos 
(mitocondrias y cloroplastos). Además, el ADN nuclear de los organismos superiores, aun 
siendo lineal y no circular, forma grandes bucles retenidos mediante proteínas, bastante 
análogos al ADN circular cerrado. Por tanto, experimenta constantemente fenómenos de 
superenrollamiento en las células de todo tipo. Esta estructura se caracteriza con 
determinados parámetros que definen sus propiedades geométricas y topológicas. Es 
interesante conocerlos ya que pueden cambiar con la unión de ligandos (ver cuadro 3) [64]. 
En concreto, la unión intercalativa produce cambios en el superenrollamiento del ADN. 
En algunos casos, el que se dé alguno de estos cambios puede incluso hacer posible 
diferenciar entre un modo de unión u otro. De hecho, algunos de ellos se producen sólo con 
la intercalación, como un aumento de la separación vertical entre los pares de bases entre 
los que se inserta el agente intercalante (0.34-0.68 nm para la unión de acridinas descrita 
por Lerman [40]), quedando el esqueleto azúcar-fosfato distorsionado y cambiando el 
grado de rotación entre pares de bases sucesivas [45]. Como consecuencia de esta 
separación entre las bases, se produce un desenrollamiento de la doble hélice (entre 10º-26º 
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[65]), lo que conlleva un alargamiento (figuras 9 y 11), aumento de la rigidez y viscosidad 
de la molécula de ADN al formarse el complejo [66]. 
Las propiedades geométricas del ADN superenrollado están relacionadas con el tamaño y la 
forma de la molécula e incluyen parámetros tales como la curvatura intrínseca del ADN o la 
formación de bucles debida a la interacción con proteínas. Retorcimiento y torsión son 
propiedades de este tipo, que cambian con la deformación. 
El retorcimiento, Wr, es el número de veces que cruza la doble hélice sobre sí misma. Por 
convenio, es negativo para las superhélices dextrógiras (con las vueltas hacia la derecha).  
La torsión, Tw, es el número de vueltas de la hélice de ADN. Tiene relación con el número de 
pares de bases por vuelta. Este número resulta modificado por la unión de  compuestos 
intercalantes, que causan un efecto de desenrollamiento de la doble hélice con lo que Tw 
disminuye. Por convenio, este número es positivo para las hélices dextrógiras, negativo para 
las levógiras y cero en un ADN lineal. 
A diferencia de las anteriores, las propiedades topológicas como el índice de enlace, no 
cambian con la deformación. 
El índice de enlace, Lk, es el número de veces que las dos hebras de la molécula están 
entrelazadas, es decir, unidas por un enlace topológico (no covalente). Este índice sólo cambia 
si se rompe un enlace fosfodiéster en una de las hebras. 
Son también propiedades relacionadas con la topología la densidad de superhélice o nivel de 
superenrollamiento (σ y la energía libre de Gibbs del superenrollamiento ∆Gsc). 
 
Parámetros geométricos Parámetros topológicos 
Retorcimiento (writhe, Wr) Índice de enlace (linking number) ∆Lk = Lk - Lk° 
Para superenrollamiento negativo Lk < Lk°,  
para superenrollamiento positivo Lk > Lk°. 
Lk = Tw + Wr 
Torsión o vuelta (twist, Tw) Densidad de superhélice = ∆Lk / Lk°  
Energía libre de Gibbs: ∆Gsc = (1/N)(KRT) ∆Lk2 
 
Cuadro 3. Resumen de la descripción formal de los parámetros que definen el superenrollamiento. Lk° es el 
índice de enlace del ADN relajado, N es el número de pares de bases, K es una constante (aproximadamente 
1050 para plásmidos de más de 2 kb), R es la constante de los gases (8.314472 J K-1 mol-1) y T es la 



























































































CP-115,953 Elipticina Amsacrina Saintopina 
Cuadro 4. Estructura de diversos intercalantes clasificados según la enzima a la que inhiben. 
Por otro lado, las características espectrales de algunos agentes intercalantes cambian al 
unirse al ADN, lo cual sirve para su empleo como marcadores de ADN. Por ejemplo, está 
tremendamente extendida la utilización de bromuro de etidio [67-71] o de TOTO [72-78] 
como marcadores fluorescentes para tinción de ácidos nucleicos en geles de agarosa, para 
visualizar separaciones y distinguir tamaños, como tinción celular, en estudios de 
movilidad celular, de transporte nucleosomal y génico, transfección, y muchas otras 
aplicaciones. 
Efectos biológicos 
Los cambios causados por la unión de compuestos intercalantes en la estructura 
tridimensional del ADN provocan un cambio en la funcionalidad de esta molécula. Estas 
alteraciones funcionales pueden ser ocasionadas por la imposibilidad, disminución o 
modificación de la interacción de otras moléculas con el ADN, como por ejemplo, factores 
de transcripción [79, 80]. Por otro lado, los compuestos unidos al ADN por intercalación 
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pueden impedir, dificultar o modificar la acción de determinados enzimas, como girasas 
[81], helicasas [82-84], ADN- y ARN-polimerasas o topoisomerasas I y II [81, 85-96]. 
Por todo ello, este tipo de moléculas tienen una importante aplicación terapéutica como 
antibacterianos [56, 97, 98], antivirales [98-101], antifúngicos [102], antiparasitarios [97, 
98, 103, 104] y antitumorales [47, 105, 106], entre otras [107], debido a su inhibición de la 
división celular. 
Por supuesto, fuera de este contexto, estos compuestos suelen tener efectos muy negativos, 
como propiedades mutagénicas, teratogénicas y carcinogénicas. También es habitual que 
muestren una baja especificidad de tejido celular, que conlleva una alta toxicidad (por 
ejemplo, se descartó el uso del bis-intercalante ditercalinio por su alta hepatotoxicidad 
[108-110]). 
Compuestos intercalantes 
En la actualidad se conoce un número muy elevado de compuestos que presentan capacidad 
de unión al ADN mediante intercalación. A continuación (tabla 3) se detallan una serie de 
intercalantes representativos y algunas de sus aplicaciones más generales o potenciales. 
Tabla 3. Intercalantes representativos, algunas aplicaciones y secuencia preferente de unión (continúa en la 
página siguiente). 






























Marcador de ADN 
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Compuesto o familia Aplicaciones y  [secuencia de unión] 





































































































Equinomicina: R = SMe; X = CH
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Compuestos catiónicos con potencialidad intercalante 
En el grupo de investigación se ha estudiado en los últimos años la potencialidad que como 
agentes intercalantes de ADN tienen los cationes heteroaromáticos que presentan como 
característica estructural común un  nitrógeno cuaternario en posición cabeza de puente. 
Este tipo de sistemas cargados, a diferencia de lo que sucede con el otro tipo posible de 
cationes heteroaromáticos basados en la cuaternización de un nitrógeno de una azina o un 
azol, han sido muy poco estudiados y sus potenciales aplicaciones apenas han sido 
exploradas. Como el sistema catiónico más sencillo que presenta un nitrógeno cuaternario 
en posición cabeza de puente se conoce como quinolizinio, a menudo los sistemas que 
comparten esta misma característica estructural se denominan como “cationes tipo 
quinolizinio” para referirse a ellos de una forma genérica y distinguirlos de los que están 
basados en azinio o azolio. 
 




































Figura 13. Ejemplos de alcaloides conteniendo el núcleo de quinolizinio. 
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El sistema de quinolizinio se preparó por vez primera en 1954 [111]. En la naturaleza está 
presente en forma dihidro en numerosos alcaloides entre los que destacan la berberina 
[112], probablemente el alcaloide más ubicuo en el reino vegetal (se encuentra en nueve 
familias botánicas). Este alcaloide y los englobados bajo la denominación de 
“protobarberinas” (más de 50) han sido ampliamente utilizados como antimaláricos en 
medicina tradicional (especialmente palmatina y jatrorrizina, entre otros) [113] (figura 13). 
La coralina es un inhibidor de topoisomerasa I y II [114, 115] que presenta actividad 
antiparasitaria (frente al tripanosomátido Leishmania [115, 116]) y antileucémica [117] y 
que interacciona con ADN por mecanismos distintos dependiendo de la concentración 
[118, 119]. Otros alcaloides indólicos de interés que incorporan el núcleo de quinolizinio y 
para los que se ha descrito actividad antiproliferativa y recientemente antirretroviral (HIV) 
[120, 121] son, por ejemplo, la sempervirina [121, 122] y la flavopereirina [123, 124]. 
Además de la importancia del núcleo de quinolizinio en los productos naturales 
mencionados también se han descrito actividades de interés de algunos de sus derivados 
como quimiosensores [125], inhibidores de proteínas quinasas [126], reguladores de 
canales iónicos implicados en la broncodilatación (de relevancia en asma, enfermedad 
obstructiva pulmonar crónica y fibrosis quística) [127-130], antagonistas de N-metil-D-
aspartato (NMDA antagonistas) [131-133] y anti-inflamatorios [134-136]. 
Tabla 4. Series preparadas de cationes de tipo quinolizinio y aza-quinolizinio con potencial capacidad 
intercalante de ADN. 
 
Hasta el momento, en el grupo de investigación se han obtenido más de un centenar de 
compuestos, que pueden agruparse en ocho series basadas en distintos cromóforos para los 
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que se utilizará la denominación genérica del heterociclo a partir del cual se ha formado el 
sistema catiónico heteroaromático (tabla 4). 
Además de estas series, algunos de los cromóforos obtenidos se han unido por cadenas 
(linkers) de longitud, funcionalidad y complejidad variables para generar bis-sales que 
puedan tener comportamiento como bis-intercalantes de ADN. En la figura 14 se representa 
la estructura general de este tipo de bis-sales detallando los cromóforos y cadenas utilizadas 
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Figura 14. Estructura de bis-sales (potenciales bis-intercalantes). 
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4.  TÉCNICAS EMPLEADAS PARA EL ESTUDIO DE LA 
INTERACCIÓN DE LIGANDOS CON EL ADN 
La gran mayoría de las técnicas empleadas están basadas en los cambios físicos que se 
producen en el ADN e incluso en el propio ligando, con la formación de un complejo entre 
ambos. En la tabla 5 (páginas 26 y 27) se expone de manera resumida el fundamento físico-
químico y las principales ventajas e inconvenientes relativos de una serie de métodos 
empleados para estudiar las uniones ADN-ligando. 
Algunas de las técnicas más antiguas y sencillas son la viscosimetría y la centrifugación en 
gradiente de densidad.  
    
Figura 15. Víscosímetro. A la derecha, esquema de viscosímetro que utiliza el principio del tubo capilar 
(viscosímetro Ostwald modificado). El líquido se carga por el tubo 1, se somete al aparato a temperatura 
constante mediante un baño, se aspira el líquido cargado hasta el tubo 2 hasta que el bulbo B se llene 
totalmente y se deja caer, siendo el valor de la viscosidad el tiempo empleado (segundos) por el menisco para 
descender entre las dos líneas de referencia de ambos extremos del bulbo B. El aparato debe ser 






Figura 16.  Viscosidad específica relativa de ADN de timo de ternera en presencia del intercalante bromuro 
de etidio (cuadrados) o de Hoechst 33258 (triángulos), que se une al ADN por el surco, representada en 
función del ratio de ligando unido. Tomado de la referencia [137]. 
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Con la viscosimetría se mide la diferente velocidad de flujo al paso a través de un tubo 
capilar (figura 15) de una disolución de ADN libre y de ADN en presencia del compuesto 
de estudio. Se emplea para compuestos intercalantes ya que la unión de éstos al ADN 
producen un alargamiento de la doble hélice que ocasiona un aumento considerable de la 
viscosidad [137, 138] (ver ejemplo en la figura 16). Algunos de los compuestos 
desarrollados en el grupo han sido estudiados mediante esta técnica [139], [140], [141]. 
La centrifugación en gradiente de densidad se realiza en una solución con un gradiente 
lineal de densidad [142], que puede ser de sacarosa o de alguna sal como cloruro de cesio o 
de sodio. Se produce una sedimentación diferencial del ADN libre y del unido, así como 
del ligando libre y del que forme complejo con ADN [143, 144], [145]. 
Por otra parte, se emplean de manera muy habitual las técnicas espectrofotométricas [146], 
como pueden ser la espectrofotometría ultravioleta-visible, el dicroísmo circular [147, 148] 
(ejemplo en la figura 17, de ref. [149]) o la fluorimetría. 
 
Figura 17. Espectro de dicroísmo circular de ADN en ausencia (B) y presencia (A) de bromuro de etidio. Se 
representa el cambio de “elipticidad” (θ) de la muestra frente a la longitud de onda (λ). 
Se utiliza la espectrofotometría ultravioleta-visible porque el ADN absorbe en la franja del 
UV-visible, en concreto a una longitud de onda máxima de 260 nm, de manera que se 
pueden medir los cambios espectrofotométricos que sufren el ADN o los compuestos que 
se unen a él, al producirse la interacción entre ambos. En las referencias [139-141, 150] se 
muestran ejemplos con compuestos sintetizados en el grupo. 
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La fluorimetría se puede emplear en el caso de moléculas fluorescentes (que al aumentar su 
estado de excitación por la absorción de fotones, vuelven al estado basal emitiendo 
radiación fluorescente o fosforescente si se da un cambio en el espín electrónico, que hace 
más lenta la emisión). Este tipo de moléculas suelen estar formadas por un alto número de 
electrones pi deslocalizados, como ocurre con los policiclos aromáticos o los dobles enlaces 
conjugados, así como sustituyentes electrodonadores como –NH2, –OH, –OCH3, –NHCH3. 
La calorimetría [151] engloba a varias técnicas basadas en el uso del calor para detectar e 
incluso cuantificar una interacción ligando-ADN. Permiten la obtención de datos 
termodinámicos de la unión [148, 152]. Con un calorímetro (o microcalorímetro) se puede 
medir la emisión o absorción térmica (∆H) de la reacción de unión y con ello, se puede 
calcular la variación de la capacidad calorífica (∆Cp = (δ∆H/δT)p) y la constante de unión. 
Destacan la calorimetría de titulación isotérmica y la de barrido diferencial. Con la 
calorimetría de titulación isotérmica (ITC, Isothermal Titration Calorimetry) se mide la 
emisión o absorción térmica (∆H) a una temperatura concreta, para diferentes 
concentraciones de ligando (ejemplos en [148, 153] y revisión en [154]); mientras que en la 
de barrido diferencial (DSC, Differential Scanning Calorimetry, ampliamente empleada 
con proteínas [155]), se registra la variación de la capacidad calorífica (∆Cp) variando la 
temperatura en un rango determinado [156, 157]. 
Las técnicas basadas en la electroforesis se utilizan, fundamentalmente, para separar 
partículas cargadas dentro de un campo eléctrico [158]. Se usa para el estudio de la 
interacción de compuestos con ADN ya que es posible separar el ADN libre del complejo 
ADN-ligando. Según el tipo de soporte, se puede dividir en dos tipos de electroforesis: en 
gel o capilar. 
Electroforesis en gel. En la matriz de un gel y por efecto de la aplicación de un campo 
eléctrico, se va a poder separar al ADN no unido del que forme parte del complejo ADN-
ligando, ya que la unión de cualquier compuesto va a conferir al complejo un cambio en la 
masa e incluso en la carga, que hará posible la separación ya que tendrá una diferente 
migración. Este tipo de método se denomina “ensayo de retardo” (EMSA, Electrophoretic 
Mobility Shift Assay) [66, 159, 160] y se emplea fundamentalmente para proteínas [161, 
162]. 
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Electroforesis capilar. Es una técnica analítica de separación apropiada para ligandos de 
bajo peso molecular relativo, pero su aplicación a compuestos mayores como pueden ser 
ácidos nucleicos [163, 164] o proteínas no está tan desarrollada por el momento. Se lleva a 
cabo en un tubo capilar de sílice fundida de diámetro muy pequeño (25-100 µm). Se 
pueden aplicar elevados voltajes (hasta 30 kV) sin que haya un excesivo calentamiento ya 
que en el tubo capilar se disipa el calor de forma muy eficiente. 
Vial
Vial
Cargas negativas de 
la sílice del capilar
 
Figura 18. Representación de un capilar utilizado para una electroforesis capilar. Sus extremos se introducen 
en viales con disolución electrolítica y en los que se introducen unos electrodos conectados a una fuente de 
alto voltaje, que permite establecer la diferencia de potencial para llevar a cabo la separación. La detección se 
realiza en continuo sobre el tubo capilar con un detector adecuado (generalmente empleando absorción UV-
visible aunque también los hay, por ejemplo, de fluorescencia) conectado a un sistema de adquisición y 
tratamiento de los datos. 
Otra técnica muy utilizada es la denominada footprinting. Se basa en la protección frente a 
un corte enzimático o químico de una zona o secuencia de la molécula de ADN debida a la 
unión de un ligando a esa secuencia concreta. Para ello, se incuban fragmentos de ADN, 
previamente marcados radiactivamente en uno de sus extremos, con el ligando en estudio 
(enzimas, factores de transcripción y otros ligandos de gran tamaño) para dar lugar a la 
formación del complejo. Seguidamente, se trata el ADN con la enzima DNAsa I (una 
nucleasa que produce cortes indiscriminados) o cualquier otro agente [165] capaz de 
generar cortes en el ADN (como el peróxido de hidrógeno) adaptando las condiciones de la 
reacción para que se produzca un corte por molécula. Se visualiza el resultado de la 
reacción de corte en un gel de electroforesis, en el que se separarán los fragmentos por 
tamaño. Comparando con el mismo experimento sin emplear ligando, podrá verse cual es el 
fragmento al que la unión del compuesto ha protegido del corte nucleolítico [166, 167]. 
Actualmente se están implementando mejoras en esta técnica para hacerla menos laboriosa 
y de mayor aplicabilidad [168-170]. 
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Figura 19. Ejemplo de resultados de un ensayo de footprinting. A: Gel de footprinting de un fragmento 
(174pb) de ADN de pKS tratado con DNasa-I, con concentraciones crecientes del compuesto Hoechst 33258. 
B: Representación de la susceptibilidad de ser cortado el fragmento de ADN en presencia de Hoechst 33258 
y otro compuesto. Los valores positivos indican potenciación del corte, los negativos, bloqueos. Extraída de la 
referencia [167]. 
La cromatografía es una técnica de separación en la que la muestra es arrastrada por una 
fase móvil (un fluido) a través de una columna que contiene una fase estacionaria (un 
sólido o un líquido fijado en un sólido). Los componentes de la mezcla interaccionan de 
distinta forma con las fases, por lo que se mueven por la fase estacionaria a diferente 
velocidad, quedando separados en bandas dentro de la fase móvil. Una vez separados, 
pasan por un detector que genera una señal que puede depender de la concentración y del 
tipo de compuesto. Se selecciona un tipo de cromatografía según la naturaleza de la mezcla 
a separar. Generalmente, para ADN se utiliza la cromatografía de líquidos de alta eficacia 
(HPLC) (ejemplos en [171-174]), que permite usar una gran variedad de fases 
estacionarias, ofreciendo una alta gama de interacciones selectivas y más posibilidades para 
la separación. 
Después de utilizar un método de separación como la electroforesis capilar o la 
cromatografía se puede usar un espectrómetro de masas (fig. 20) como detector. Este 
método se desarrolló en principio para determinar el peso molecular de los compuestos 
químicos analizados y actualmente se usa para caracterizar mezclas químicas complejas. 
Para poderlo emplear para el estudio de la interacción entre macromoléculas como el ADN 
[175-178] es necesario ionizar y volatilizar la muestra, por lo que los tipos de 
espectrometría de masas más utilizados son el de ionización por electrospray (ESI-MS) 
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[179] y MALDI (al irradiar con un láser a la muestra embebida en una matriz, se volatilizan 
iones de ésta; desorción/ionización mediante láser asistida por matriz o matrix-assisted 
laser desorption ionization) [180]. En experimentos de MALDI, el espectrómetro más 
utilizado es el analizador de tiempo de vuelo (TOF), en el que la determinación se realiza 
en alto vacío mediante una medida muy precisa del tiempo desde la aceleración de iones en 
la fuente (por un campo eléctrico) hasta que impactan con el detector. Es una técnica de 
gran exactitud, resolución y rapidez en el análisis en comparación con otros métodos 














Figura 20. Representación esquemática de los distintos componentes requeridos para las técnicas de 
electroforesis capilar (EC), HPLC (en azul) y espectrometría de masas (rojo). 
La Resonancia Magnética Nuclear (RMN) hace uso de las propiedades de resonancia 
aplicando radiofrecuencias a los átomos o dipolos entre los campos alineados de la muestra 
y da información estructural de la muestra. Se basa en la existencia de núcleos atómicos 
que poseen espín electrónico o momento intrínseco de rotación (al igual que los 
electrones), como por ejemplo, el protón (1H), el 13C, el 15N, 19F y el 31P. El giro de estas 
partículas con carga genera un momento magnético a lo largo del eje del espín de forma 
que estos núcleos actúan como pequeños imanes. Al situarlos dentro de un campo 
magnético externo, su momento magnético se puede alinear en el mismo sentido que el 
campo (lo cual requiere menor energía) o en sentido contrario.  
En la unión intercalativa, el apilamiento de los anillos aromáticos de las bases y de los de 
los intercalantes origina una deslocalización pi electrónica mayor, que produce un 
desplazamiento de las señales de los protones aromáticos del intercalante hacia campos 
magnéticos de intensidad más alta. 
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Para determinar la secuencia preferente se comparan los espectros de resonancia de los 
átomos con espín electrónico de oligonucleótidos con secuencia de interés y del compuesto 
en estudio, por separado y una vez formado el complejo entre ambos. De esta forma se 
puede obtener información sobre el modo y grado de interacción que se produce con cada 
secuencia. Esta metodología se encuentra ampliamente descrita y revisada en la literatura, 
entre otros por Han y Gao [181]. 
Mediante la resonancia de plasmón de superficie se miden los pequeños cambios en el 
índice de refracción de una superficie sobre la que se encuentra depositado el posible 
complejo. Para la aplicación de esta técnica se debe inmovilizar el ADN sobre una 
superficie de oro y luego someterlo a una disolución de ligando en un flujo constante. La 
señal de resonancia de plasmón de superficie (SPR), medida en unidades de resonancia, 
está directamente relacionada con la cantidad de masa depositada sobre la superficie y, por 










Figura 21. Representación esquemática de un dispositivo de SPR. 
Gracias a distintos tipos de microscopía [63, 187-189], como la de fuerza atómica, 
escaneado atómico o barrido, es posible observar de modo directo el cambio producido en 
el ADN por la unión de diferentes ligandos. Esta metodología permite caracterizar la unión 
por intercalación, determinar la afinidad de la unión y el número de exclusión. 
La cristalografía o difracción de rayos X es una técnica consistente en hacer pasar un haz 
de rayos X a través de un cristal de la sustancia sujeta a estudio. El haz se escinde en varias 
direcciones debido a la simetría de la agrupación de átomos y, por difracción, da lugar a un 
patrón de intensidades que puede interpretarse según la ubicación de los átomos en el 
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cristal, aplicando la ley de Braga [190, 191]. Para formar el cristal es necesaria una 
disolución sobresaturada [192]. El ADN se condensa en presencia de poliaminas, cationes 
inorgánicos trivalentes, alcoholes y cationes divalentes [193]. Para encontrar las 
condiciones favorables para la formación del cristal se han de tener en cuenta una multitud 
de parámetros: tipos de iones metálicos y poliamidas empleadas, tipo y concentración de 
los ligandos de ADN, alcohol y tampón utilizado, pH, temperatura y agentes precipitantes 
[194]. Revisión interesante en [195] y ejemplo más reciente en [196]. 
Para el estudio de interacciones macromoleculares se aplican también métodos teóricos o 
simulaciones, que reciben el nombre genérico de modelado molecular. Se apoyan en 
sistemas informáticos para calcular numerosas variables de la interacción (como energías 
de unión), determinar el modo de unión, especificidad de secuencia, la estequiometría del 
complejo, la afinidad de unión, predecir cambios conformacionales sufridos por el 
compuesto o por el ADN, o formación o destrucción de enlaces [197, 198]. Actualmente se 
utilizan diversos tipos de métodos teóricos, como las minimizaciones de energía (ME), las 
simulaciones de dinámica molecular (MD) [196], las simulaciones de Monte Carlo (MC), y 
las perturbaciones de la energía libre (PEL) [146]. Este tipo de metodologías han sido 
también empleadas para el estudio de algunas de las series de compuestos de esta Tesis 
[139, 140]. 
El empleo de la desnaturalización térmica está muy extendido desde hace décadas [157, 
196]. La cadena doble de ADN puede disociarse por efecto de un aumento en la 
temperatura (como también ocurre por una baja concentración de sales o una disminución 
en el pH del medio, o con agentes desnaturalizantes como urea). Representando el 
porcentaje de cadena sencilla frente a la temperatura se obtiene lo que se denomina una 
curva de disociación o de fusión. Estas curvas están caracterizadas por un parámetro que es 
la temperatura de fusión (melting, Tm), que corresponde a la temperatura a la cual la mitad 
de las moléculas de ADN se encuentran en forma de cadena sencilla. Si un ligando se une 
al ADN, producirá una estabilización o desestabilización, que se verá reflejada como un 
aumento o disminución en la Tm. 
Esta es la base de la técnica empleada más extensamente en este trabajo, por lo que se 
expone en este apartado en mayor medida y se incidirá con más detalle también en el 
apartado de Resultados y discusión.  
 56 
El seguimiento de la fusión o desnaturalización del ADN se puede llevar a cabo mediante 
diversas técnicas, como espectrometría ultravioleta, dicroísmo, o calorimetría. La 
termodinámica subyacente se expone a continuación. 
La reacción de equilibrio de asociación-disociación de dos oligonucleótidos 
complementarios, 1S  y 2S , se puede expresar como DSS ↔+ 21 , donde D  representa el 
ADN de doble cadena. El incremento de energía libre, G∆ , para esta reacción se puede 
calcular según la siguiente expresión, donde oG∆  representa el incremento de energía libre 
de la reacción en condiciones estándar7: 
[ ]
[ ][ ]21ln SS
DRTGG o +∆=∆  
En estado de equilibrio tendremos 0=∆G , y por tanto se cumplen las siguientes 
expresiones, donde eqK  representa la constante de equilibrio de la reacción: 
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Por otra parte, sabemos que STqSTHG P ∆−=∆−∆=∆ . Combinando ambas expresiones 













Esto representa que eqKln  es una función lineal de T1 , de la forma bmxy += , con 
pendiente RHm o∆−=  y ordenada en el origen RSb o∆−= . Por consiguiente, si se tiene 
el valor de eqK  a diferentes temperaturas se pueden obtener valores de oH∆  y 
oS∆ , y por 
tanto de oG∆  a partir de estos. 
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En un experimento típico de asociación o disociación térmica de ADN se parte de una 
mezcla de reacción con unas concentraciones de reactivos fijas y conocidas y se asume que 
el sistema alcanza un estado de equilibrio a una temperatura inicial, también fija y 
conocida. Una vez en este estado se determina, por algún procedimiento, la concentración 
en dicho equilibrio de alguno o algunos de los reactivos o productos de la reacción, 
generalmente a través de la determinación cuantitativa de alguna magnitud física o físico-
química que varía de forma conocida con dicha concentración. A continuación, se impone 
un cambio de temperatura de forma externa al sistema, se le deja evolucionar hasta alcanzar 
el nuevo estado de equilibrio y se determina de nuevo la concentración en dicho equilibrio 
de alguno o algunos de los reactivos o productos de la reacción como antes. Si el proceso 
se repite para un número relativamente elevado de temperaturas, la representación gráfica 
de la concentración en el equilibrio del reactivo o producto antes señalado frente a la 
temperatura a la que se determina dicha concentración constituye una curva de fusión. 
Cada punto experimental de esta curva corresponde a un estado de equilibrio. Si la reacción 
es realmente reversible, cada uno de estos puntos es independiente del camino seguido para 
alcanzarlo [199]. 
Como se ha mencionado anteriormente, la temperatura de fusión, Tm, corresponde a la 
temperatura a la que la mitad de la concentración total de ADN en la mezcla se encuentra 
en forma de cadena doble (y consecuentemente, la otra mitad se encuentra en forma de 
cadena sencilla). Si en la reacción participa además un ligando, L, que se une 
preferentemente al ADN de cadena doble, la reacción se puede expresar como 
nLDnLSS :21 ↔++ , donde nLD :  (DL en lo sucesivo) representa el complejo formado 
por el ADN de cadena doble y n moléculas de ligando, L. La constante de equilibrio para 





Si el ligando se une preferentemente a ADN de cadena doble, cada aumento en la 
concentración de ligando causará un incremento en la temperatura de fusión. Esto se debe a 
que, para una temperatura T fija, la constante de equilibrio K ha de ser la misma, 
independientemente de la concentración de ligando, L. Por tanto, para que el valor de K se 
mantenga constante, al aumentar L se necesario que S1 y S2 disminuyan. Esto motiva un 
desplazamiento no lineal “hacia abajo” de todos los puntos que componen la curva de 
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fusión, que se manifiesta como un aparente desplazamiento hacia la derecha de la curva 
sigmoidea, es decir, hacia mayores temperaturas de fusión para concentraciones crecientes 
de ligando. 
Sin embargo, si L se une en mayor número a la forma en cadena sencilla se observará el 
efecto opuesto, esto es, una disminución de Tm. Por supuesto, si el ligando se une por igual 
a cadena doble y sencilla, o si no se une en absoluto, no se apreciará cambio en la Tm [200]. 
Esto constituye el fundamento principal de la mayoría de los estudios de interacción de 
ligandos con el ADN basados en el análisis de curvas de asociación-disociación térmica 
[201]. 
DETERMINACIÓN DE LA SECUENCIA PREFERENTE DE UNIÓN 
AL ADN 
La determinación de la preferencia de secuencia en la interacción de un ligando es un 
proceso bastante más complejo que el estudio de la unión de dicho ligando a la estructura 
general del ADN. En general, los principios en los que se basan las diversas técnicas 
empleadas para este tipo de estudios son los mismos que en la determinación de la 
capacidad de unión general, pero las estrategias deben adaptarse para conseguir extraer 
información sobre las subsecuencias específicas a las que se une preferentemente el 
ligando. 
Además de algunos de los métodos antes mencionados como footprinting, resonancia 
magnética nuclear, difracción de rayos X o calorimetría, existen otros que permiten 
estudiar específicamente la preferencia de secuencia de unión de ligandos al ADN, como 
son el ensayo de desplazamiento de un intercalante fluorescente (FID, Fluorescent 
Intercalator Displacement), REPSA (Restriction Endonuclease Protection Selection and 
Amplification o selección y amplificación de fragmentos protegidos del corte por 
endonucleasas de restricción), SELEX (Systematic Evolution of Ligands by Exponential 
Enrichment o evolución sistemática de ligandos por enriquecimiento exponencial), el 
método de la diálisis competitiva o los biosensores o chips de ADN. 
En el ensayo de desplazamiento de un intercalante fluorescente, la unión de un ligando a 
secuencias concretas de ADN puede detectarse mediante la cuantificación de la 
disminución de la fluorescencia emitida por otro intercalante (generalmente bromuro de 
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etidio o naranja de tiazol) con el que compite por la unión y al que terminará desplazando, 
en mayor medida cuanto mayor sea la afinidad del compuesto en estudio por esa secuencia 
[202-205]. 
El método denominado REPSA consiste en la selección y amplificación (por PCR o 
reacción en cadena de la polimerasa) de fragmentos protegidos del corte por endonucleasas 
de restricción debido a la unión de un compuesto en la secuencia específica en la que iba a 
cortar la enzima. Se presenta una revisión reciente en Van Dyke et al, 2007 [206]. 
Para llevar a cabo una evolución sistemática de ligandos por enriquecimiento exponencial o 
SELEX, se debe fijar el ADN o el ligando en un soporte (biosensor o chip) y se podrán 
seleccionar aquellos ligandos que quedan unidos por afinidad. A los fragmentos de ADN 
empleados en esta técnica y capaces de ser reconocidos o de reconocer un ligando, 
uniéndose a él, se les conoce como “aptámeros”. Posteriormente se amplifican los 
fragmentos de ADN que se han unido, con el fin de enriquecer la mezcla con estas 
secuencias. Se repite varias veces el proceso de selección y amplificación. El tratamiento 
del gran número de datos obtenidos mediante esta técnica (suelen estudiarse quimiotecas de 
ligandos o de secuencias) requiere el uso de complejas herramientas matemáticas [4, 207]. 
Se trata de una estrategia muy potente, pero muy susceptible a artefactos de difícil control. 
La denominación como “evolución” se basa en que el paso de amplificación puede 
introducir errores, que tendrían un papel semejante a las mutaciones en la evolución 
biológica como fuente de diversidad. Revisiones en Gopinath, 2007 y James, 2001 [208, 
209].  
La diálisis competitiva consiste en contener diferentes secuencias de ADN separadas cada 
una en un tubo de diálisis y determinar la cantidad de ligando que pasa a cada una. Aquella 
a la que haya pasado una mayor cantidad será la que contenga la secuencia de mayor 
afinidad [196, 210]. 
Todas estas técnicas son de amplio uso actualmente, pero como ya se ha mencionado, no 
pueden ser aplicadas para el estudio de un gran número de compuestos que, además, 
puedan presentar distintos modos de unión al ADN y de los cuales se tenga una baja 
disponibilidad, como ocurre en muchos casos y en concreto, para muchos de los 
compuestos estudiados a lo largo de este trabajo. En la tabla 5 se muestra un resumen de las 
ventajas e inconvenientes de cada una de las técnicas mencionadas. 
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Tabla 5 (continúa en las páginas siguientes). Resumen de técnicas para el estudio de la unión de ligandos al ADN y algunas de sus características más destacables. 
TÉCNICA y su BASE FÍSICO-QUÍMICA VENTAJAS INCONVENIENTES 
Viscosimetría 
Aumento de viscosidad de una disolución de ADN 
debido al alargamiento de la molécula al formarse los 
complejos intercalativos (fig. 9). 
Detecta unión intercalativa. 
Discrimina entre mono- y bis-intercalación. 
Mucha intervención manual. Requiere cantidades altas de 
reactivos (por ej., ADN 1mM) [137].  
Centrifugación en gradiente de densidad 
Aumento de densidad por la unión del ligando 
Útil para estudios con proteínas. 
Volúmenes muy elevados.  
No discrimina entre uno u otro tipo de unión. 
Espectrofotometría UV-visible 
Cambios espectrofotométricos en el ADN o el ligando 
al producirse la interacción entre ambos, debido a 
modificaciones en su estructura electrónica 
Permite conocer la existencia de interacción, la 
estequiometría del complejo ligando-ADN, el tamaño 
del sitio de unión y datos cinéticos. 
No da información sobre el tipo de unión. Inadecuado con 
compuestos con λmáx 260 nm, como el ADN.  
Volúmenes elevados. 
Dicroísmo circular 
Cambios espectrofotométricos (distinta dispersión de 
luz polarizada ciercularmente) al variar la estructura 
del ADN con la formación del complejo 
Se emplea tanto para ácidos nucleicos como para 
proteínas, para estudiar interacciones y estructuras 
[147]. 
Requiere una instrumentación específica. 
Volúmenes elevados. 
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TÉCNICA y su BASE FÍSICO-QUÍMICA VENTAJAS INCONVENIENTES 
Fluorimetría 
Variación del espectro de fluorescencia de ligandos 
fluorescentes al estar unidos a ADN 
Sensibilidad alta. Sólo puede emplearse con moléculas fluorescentes. 
Calorimetría  
Emisión o absorción térmica (∆H) de la reacción de 
unión. Destacan la ITC y la DSC. 
Permite obtener datos termodinámicos y cinéticos. 
Requiere una instrumentación específica. 
Volúmenes elevados.[211]. 
Desnaturalización térmica 
Diferencia de Tm  entre ADN libre y complejo 
Posibilita estudios termodinámicos y cinéticos. 
Con registro espectrofotométrico de la fusión del ADN es 
un problema que el compuesto emita a 260 nm. 
Electroforesis (en gel y capilar, CE) 
Diferencia de migración del ADN libre y el complejo 
dentro de un campo eléctrico 
Permite separar el ADN libre y el complejo. 
La electroforesis en gel es una técnica de uso muy 
extendido y común y no requiere equipos específicos. 
No determina el modo de interacción. Alto consumo de 
reactivos, incluso en CE (inyección y/o llenado). CE 
requiere instrumentación costosa y compuestos con carga 
positiva se adhieren al capilar. 
Footprinting 
Protección frente a ataque enzimático o químico en el 
ADN por la unión de un ligando a esa secuencia. 
Resolución alta. 
Permite determinar la secuencia preferente de unión, al 
secuenciar el fragmento protegido del corte. 
Laborioso. Requiere radiactividad. Sensibilidad media. 
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TÉCNICA y su BASE FÍSICO-QUÍMICA VENTAJAS INCONVENIENTES 
Cromatografía 
Separación de moléculas libres y complejos por 
diferente interacción con las fases cromatográficas 
(móvil y estacionaria). Diferentes tipos: adsorción, 
partición, intercambio iónico, exclusión o afinidad. 
Es posible recoger las muestras separadas y realizar 
un análisis cuantitativo de la cinética de la unión [173]. 
Equipamiento complejo y costoso.  
Volúmenes elevados. 
Aplicabilidad limitada. 
Espectrometría de masas 
Distinto comportamiento según la relación masa-carga 
(ej: tiempo de vuelo, TOF) 
Gran exactitud, resolución y rapidez en el análisis. 
Puede combinase con CE o HPLC 
Alto consumo de reactivos. Instrumentación costosa. 
Resonancia Magnética Nuclear 
Diferente comportamiento al aplicar un campo 
magnético a los núcleos atómicos con propiedades 
magnéticas, según su entorno. 
Muy alta resolución. Información sobre el tipo y grado 
de interacción. Permite determinar la estructura 
molecular del complejo. 
Baja sensibilidad. Muy alto consumo de ADN y ligando. 
Requiere instrumentación costosa y mucha experiencia en 
su uso.  
Resonancia de plasmón de superficie 
Cambios en el índice de refracción superficial del 
complejo 
Posibilita estudios cualitativos y cuantitativos de 
interacciones tan diversas como ADN-proteína o ARN-
ligando de bajo peso molecular. No requiere ningún 
marcaje externo y las lecturas se hacen en tiempo real. 
Requiere instrumentación costosa. Elevado gasto de 
analito [212]. La sensibilidad depende directamente de la 
masa molecular del ligando [183]. 
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TÉCNICA y su BASE FÍSICO-QUÍMICA VENTAJAS INCONVENIENTES 
Técnicas de microscopía 
Observación directa del complejo. 
Ej.: microscopía electrónica de trasmisión, de barrido, 
de efecto tunel y de fuerza atómica. 
Permite trabajar con muestras en vacío, en disolución o 
en aire y a temperaturas altas o criogénicas [213]. 
Requiere instrumentación costosa y poco habitual. 
Difracción de rayos X 
Análisis de mapas de difracción de cristales de 
complejos ADN-ligando. 
Caracterización estructural con alta resolución (menos 
de 3 Å). Alto número de estructuras resueltas [214]. 
Protocolo laborioso. La muestra debe estar formando 
cristales tridimensionales. Baja sensibilidad. 
Instrumentación costosa. Requeire mucha experiencia. 
Métodos teóricos/Simulaciones 
Estimación de datos energéticos. 
Destacan las minimizaciones de energía (ME), las 
simulaciones de dinámica molecular (MD), las de 
Monte Carlo (MC) y las perturbaciones de la energía 
libre (PEL). 
Predicción in silico de numerosas variables de la 
interacción (energías, cambios conformacionales, etc.). 



























































1.  ESTUDIO DE LA CAPACIDAD Y MODO DE UNIÓN AL ADN 
1.1.  Ensayo de relajación de plásmido en gel de agarosa [215] 
El ADN plasmídico se extrae usando el sistema Wizard® Plus Midipreps DNA 
Purification System (Promega), siguiendo las instrucciones recomendadas. 
Habitualmente se parte de 200 ml de cultivo en fase exponencial de Escherichia coli 
DH5α, que porta el vector plasmídico pBluescript SK+ (Stratagene). El crecimiento 
bacteriano se lleva a cabo a 37°C en medio Luria-Bertani (LB) [10 g Bacto-triptona 
(Difco 0123-01-1), 5 g de extracto de bacteria y levadura (Difco 0127-05-3), 10 g NaCl 
y agua destilada hasta 1 litro] suplementado con 100 mg/ml de ampicilina. 
Cada mezcla de reacción, con un volumen de 6 µl, contiene 200 ng de ADN plasmídico 
bacteriano (pBluescript SK+, Stratagene, 2961 pb, concentración final 5.12·10-5 M pb) 
en TAE 2X (80 mM Tris-acetato, 2 mM EDTA, pH 7.5 [216]), 5% glicerol, más el 
compuesto en estudio a la concentración que corresponda en cada caso. 
Estas mezclas completas se incuban durante 1 hora a 37°C antes de la electroforesis, 
que se lleva a cabo en  TAE 1X [216], gel de agarosa al 1%, a 60V (4.7 V/cm, 100 mA) 
durante una hora. 
Los geles se tiñen durante diez minutos en bromuro de etidio 5 µg/ml para poder ver 
después el ADN mediante un transiluminador ultravioleta. 
1.2.  Análisis electroforético de plásmido superenrollado y relajado 
El análisis completo implica dos geles de agarosa y muestras de 24 µl de cuatro 
mezclas. Cada mezcla contiene 800 ng de ADN plasmídico bacteriano (pBluescript 
SK+, Stratagene), glicerol 5% y TAE 2X. Las mezclas 1 y 3 se preparan con plásmido 
superenrollado sin tratar, mientras que las mezclas 2 y 4 se preparan con plásmido 
relajado y covalentemente cerrado, obtenido por tratamiento con topoisomerasa-I como 
se detalla abajo. 
Finalmente, se añade a las mezclas 3 y 4 el compuesto bajo estudio en una 
concentración de 0.1 mM y se incuba 1 hora a 37°C antes de la electroforesis.  
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Uno de los dos geles de agarosa contiene compuesto bajo estudio en la masa del gel a 
una concentración final de 0.01 mM.  
Se lleva a cabo la electroforesis en TAE 1X y a 60V durante 1 h (4.7 V/cm, 100 mA) de 
muestras de 6 µl de cada mezcla en dos geles independientes de agarosa al 1%. Ambos 
geles se tiñen tras la electroforesis con 5 µg/ml de bromuro de etidio y se visualizan 
usando un transiluminador UV. 
El plásmido relajado y covalentemente cerrado se obtiene por tratamiento con 
topoisomerasa-I. La mezcla de reacción contiene entre 4 y 5 µg plásmido, 20 µl tampón 
10X suministrado por el proveedor del enzima, 20 µl BSA al 0,1%, agua ultrapura 
milliQ hasta un volumen final de 200 µl y 10 unidades de topoisomerasa-I (TaKaRa). 
La mezcla se reparte en dos tubos y se incuban a 37ºC durante tres horas. La 
preparación se limpia de proteínas mediante extracción con fenol/cloroformo [217], 
seguida de precipitación con etanol y resuspensión en tampón TE. 
2.  OLIGONUCLEÓTIDOS 
Se han utilizado oligonucleótidos sintetizados a escala 0,2 µmol o 1 µmol y purificados 
por HPLC (MWG-Biotech). Las secuencias, que se muestran en la tabla 6, han sido 
diseñadas computacionalmente mediante un programa desarrollado en nuestro grupo. 
La mayoría de estos oligonucleótidos están marcados por 6-carboxi-fluoresceína (FAM) 
en 5’ y por tetrametilrodamina (TAMRA) en 3’ (figura 22). En el ensayo, descrito más 
























Figura 22. Estructura general de los oligonucleótidos marcados. Arriba: oligonucleótido marcado con 
FAM. Abajo: oligonucleótido marcado con TAMRA 
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Tabla 6. A: Secuencia completa de los oligonucleótidos tipo AT usados en este trabajo. 
Nombre Secuencia (F = FAM; T = TAMRA) Modificación Bases 


























































































































































































Tabla 6. B: Secuencia completa de los oligonucleótidos tipo GC empleados.  
Nombre Secuencia (F = FAM; T = TAMRA) Modificación Bases 





































































2. 1. Diseño computacional de las secuencias 
Para el diseño de las secuencias de oligonucleótidos se ha empleado la herramienta 
informática DNAword. Se trata de una aplicación VBA (Visual Basic for Applications) 
desarrollada en nuestro laboratorio y que corre en Microsoft Word. Este software esta 
constituido por diversos módulos (SeqPack, “Calcula secuencias”, “Traduce códigos”, 
“Duplicados y malos apareamientos” (o Mispairing) y “Visualizar malos 
apareamientos” (o CleanUp)) que facilitan la realización de diversas tareas. 
El módulo SeqPack busca todas las secuencias posibles que contienen un conjunto dado 
de subsecuencias. Los comandos que se deben escribir para ejecutar este módulo tienen 
que contener instrucciones sobre las subsecuencias que deben estar incluidas y aquellas 
que no deben estar presentes en el oligonucleótido. De la misma manera, se puede 
orientar la búsqueda hacia secuencias auto-complementarias ya sean de cadena sencilla 
o de cadena doble. Este módulo emplea un algoritmo numérico rápido que posibilita la 
exploración de todas las secuencias posibles con una longitud razonable para 
oligonucleótidos sintéticos. El principal objetivo del algoritmo es encontrar las 
secuencias más cortas que cumplen los requisitos especificados.  
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Por ejemplo, la búsqueda de los oligonucleótidos no complementarios más cortos que 
contengan todas las dieciséis posibles subsecuencias de cuatro bases formadas por los 
pares G y C (o A y T) genera doce pares complementarios de una longitud de trece 
bases. El tiempo de búsqueda es de aproximadamente medio segundo. De esta manera 
se diseñaron los oligonucleótidos AT4 y GC4 (en adelante AT y GC). 
El módulo CleanUp toma directamente los datos de salida de SeqPack y localiza y 
elimina los pares duplicados. Además, identifica el peor apareamiento no deseado que 
puede producirse para cada par de secuencias, dándole una puntuación que utiliza un 
índice cualitativo que resulta de la suma de un punto para cada mal apareamiento, dando 
mayor peso a los consecutivos asignándoles un valor de un punto más un número de 
puntos igual a la posición que ocupe cada mal apareamiento dentro del grupo de 
apareamientos consecutivos. Los resultados se presentan en orden en función de esa 
puntuación, de forma que las mejores secuencias posibles aparecen en primer lugar, 
incluyendo la puntuación e información gráfica de los peores apareamientos para cada 
par. 
El módulo Mispairing permite una exploración manual de todas las posibles 
asociaciones no deseadas para cada conjunto de secuencias. Puede ser útil, por ejemplo, 
para romper una elevada acumulación de GCs y así disminuir la temperatura de fusión. 
El objetivo conjunto de los tres módulos es facilitar la selección de las secuencias que 
cumplen con todos los requerimientos impuestos en el primero y que muestren la menor 
probabilidad de asociarse de forma incorrecta. 
2.2.  Preasociación de oligonucleótidos 
Todos los oligonucleótidos son adquiridos en forma de cadena sencilla y deben 
asociarse antes de su uso. La reacción de asociación de cada oligonucleótido y su 
complementario se realiza en tampón TAE 2X (0,08 M Tris-Acetato, 2 mM EDTA) o 
en fosfato potásico 20 mM, a pH 7,5. Para conseguir un descenso gradual de 
temperatura se utiliza un termociclador PTC-100 de MJ-Research con un programa que 
consta de un primer ciclo de 5 minutos a 95ºC y 76 ciclos sucesivos de 45 segundos en 
los cuales va disminuyendo la temperatura un grado por ciclo hasta alcanzar 20ºC. 
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3.  PREFERENCIA O ESPECIFICIDAD DE SECUENCIA 
Los métodos que se presentan a continuación son un resultado en sí mismos, ya sea de 
forma parcial o en sus aplicaciones. Se presentan aquí sus aspectos más generales y 
puramente metodológicos. 
3.1.  Procedimientos basados en electroforesis capilar para la determinación de la 
preferencia de unión de ligandos al ADN 
En este procedimiento se utilizan compuestos intercalantes comerciales cuya 
especificidad de secuencia parece estar bien establecida gracias a otros métodos. De este 
modo se verifica la validez del método basado en electroforesis capilar. En principio se 
utiliza bromuro de etidio y ADN comercial de secuencia conocida. En concreto, se 
utilizan los oligonucleótidos AT4 y GC4, cuya secuencia se especifica en la tabla 6 y 
que contienen, respectivamente, sólo las bases adenina (A) y timina (T), o bien 
únicamente guanina (G) y citosina (C). 
El equipo de electroforesis capilar utilizado es el Agilent 3D CE Capillary 
electrophoresis System, de Agilent Technologies, que incluye una lámpara de deuterio 
(UV) y usa como detector un diodo array. La lectura se realiza a 260 nm. Se emplea un 
tubo capilar de sílice fundida con un diámetro interno de 75 µm y 58,5 cm de longitud 
total (50 cm de longitud efectiva). Para acondicionar este capilar previamente a su 
primer uso se hace pasar por su interior NaOH 1M durante una hora. Al principio y al 
final del día se acondiciona el tubo capilar inyectando primero agua milliQ (15-30 
minutos), después NaOH 0,1M (30-60 minutos) y seguidamente, agua milliQ de nuevo 
(otros 15-30 minutos). 
Como medio de separación para la electroforesis se emplea un tampón que se mantenga 
a un pH próximo a la neutralidad (7,5) para asegurar el mantenimiento de la estructura 
en doble hélice del ADN. En principio se usa TAE 1X (0,04 M Tris-Acetato, 1 mM 
EDTA), que contiene Tris como agente tamponante, acetato como contraión y EDTA 
como agente quelante. Se prueba también el uso de tampón fosfato y/o Tris-Borato-
EDTA. La temperatura se mantiene siempre muy próxima a 25 ºC. 
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Todos los tampones y las muestras se disuelven en agua milliQ (Millipore, Bedford, 
MA, USA), filtradas con filtros de 0,2 µm de diámetro de poro y posteriormente se 
sonican para su desgasificación. 
Se determina, bajo ausencia de flujo electro-osmótico (FEO) causada por la adición al 
tampón de separación de 0,5% metilhidroxietil-celulosa (MHEC), la movilidad 
electroforética de los complejos formados por el cromóforo (a diferentes 
concentraciones) con las secuencias AT o GC. Durante la electroforesis se dan unas 
condiciones de equilibrio entre el estado unido y el disociado y se va a poder derivar 
información de gran utilidad sobre el grado de unión, en función de la concentración de 
ligando, a partir de la movilidad electroforética del complejo. Para ello, se hace pasar 
tampón por el capilar y seguidamente, se le rellena de una concentración determinada de 
intercalante. A continuación se inyecta la muestra en tampón, es decir, únicamente el 
oligonucleótido (a una concentración máxima de 20 µM) o junto con la misma 
concentración de intercalante que la del capilar.  
En todos los casos la forma de inyección empleada es la hidrodinámica, variando según 
el método empleado entre 10, 30 ó 50 mbar durante 3, 5, 10 ó 15. Finalmente, la 
inyección que se optimizó fue de 50 mbar·5 s. Posteriormente se aplica presión para 
conseguir el vaciado del capilar y poder detectar el consecuente cambio en el 
electroferograma.  
El potencial aplicado, según el método utilizado, es de -15, -20 ó -25 kV. 
3.2.  Método de determinación de preferencia de secuencia y afinidad en la unión 
de ligandos al ADN basado en curvas de disociación térmica de ADN 
Se utilizan los oligonucleótidos diseñados computacionalmente y marcados por 6-
carboxi-fluoresceína (FAM, que actúa como fluoróforo) en 5’ y por tetrametilrodamina 
(TAMRA, que actúa como amortiguador de fluorescencia o quencher) en 3’. Para ello, 
se asocian empleando el protocolo antes mencionado. 
En la estructura del ADN de cadena doble el fluoróforo y el quencher están muy 
próximos y la fluorescencia está extinguida [218]. Cuando la doble hélice se 
desnaturaliza por calor, el fluoróforo y el quencher se separan y se produce un gran 
aumento en la fluorescencia [219]. 
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La presencia de ligando en el medio contribuye al incremento en la temperatura a la que 
la mitad de las moléculas de ADN se han disociado [200, 220] (Tm), quedando las 
cadenas separadas y aumentando así la fluorescencia. Por tanto, se llevan a cabo curvas 
de disociación térmica del ADN en presencia de diferentes concentraciones del ligando 
en estudio (entre 10-2 y 10-9 M). 
Ensayo en placas multipocillo 
En cada uno de los 96 pocillos de las placas utilizadas se lleva a cabo una reacción de 
disociación y asociación independiente. Para ello, en cada pocillo se prepara un mezcla 
de oligonucleótido marcado y asociado, con una concentración de 10-7 M y diferentes 
concentraciones de ligando, que oscilan entre 10-2 y 10-9 M. Se emplean mezclas de 
reacción con un volumen total de 20 µl. Estas mezclas se someten a una incubación de 
duración y temperatura optimizadas según la naturaleza del ligando en estudio, 
habiéndose establecido incubaciones de una hora a 37ºC para los intercalantes y un día a 
25ºC para los compuestos que presentan unión covalente al ADN. 
Curvas de disociación y asociación 
La lectura de la fluorescencia emitida a cada grado de temperatura de los protocolos de 
disociación y asociación se lleva a cabo en un termociclador de tiempo real, que 
funciona como un espectrofluorímetro en el que se puede fijar una variación constante 
de la temperatura y que permite el estudio de 96 muestras en paralelo con un volumen 
total de 20 µl por mezcla de reacción o pocillo, mediante un programa diseñado por 
nosotros ya que el software del equipo (7500 Sequence Detection System) no permite el 
uso de un programa prediseñado con un rango suficientemente amplio de temperaturas. 
Se han empleado los termocicladores 7000 Real Time PCR System y Fast-7500 Real 
time PCR System, ambos de ABI-PRISM. 
Programa de disociación: se utilizan dos programas diferentes, según el número de A/T 
de las secuencias empleadas en la placa. Constan de un primer ciclo de cinco minutos a 
10 (para secuencias con gran porcentaje A/T) ó 20 ºC, y 74 ciclos sucesivos en los que 
la temperatura aumenta un grado por cada ciclo (de 45 segundos cada uno) hasta 
alcanzar 94 ºC. 
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Programa de asociación: primer ciclo de cinco minutos a 94 ºC y 74 ciclos sucesivos 
en los que la temperatura disminuye un grado por cada ciclo (de 45 segundos) hasta 
alcanzar 20 ºC. 
Análisis de los datos 
Para el análisis de los datos obtenidos en la disociación y asociación de los 
oligonucleótidos marcados expuestos a diferentes concentraciones de ligando se 
requiere el empleo de herramientas de software basadas en Microsoft Excel que han 
sido desarrolladas en el laboratorio. 
El primer tratamiento numérico necesario es una reducción del ruido de las curvas. La 
aplicación desarrollada en el grupo realiza una operación adaptativa usando un filtro 
triangular, que es un equivalente en una dimensión del filtro de Bartlett [221, 222]. Se 
trata de un “kernel” o matriz de convolución de perfil triangular que se puede definir 
por la altura. Por ejemplo, el kernel para un filtro de altura 3 sería [1:2:3:2:1]/9. La 
aplicación calcula de manera automática la altura óptima para cada serie de datos. El 
resultado de este complejo algoritmo resulta muy satisfactorio con este tipo de datos, 
puesto que la optimización automática se basa en localizar un “hueco” en el dominio de 
frecuencias y luego atenuar fuertemente todas las frecuencias por encima de este valor, 
mientras que mantiene inalteradas las frecuencias menores. 
A causa de muy diversos motivos, el rango de valores de intensidad de fluorescencia 
varía entre los distintos pocillos de una placa, por lo que se han empleado diversos 
métodos de normalización. Además, el rendimiento cuántico del cromóforo FAM 
disminuye de manera inversamente proporcional a la temperatura [218, 223]. Como 
consecuencia de esto, tanto el fondo inferior como superior, asíntotas de la curva 
sigmoidea de disociación-asociación, son también función de la temperatura. 
En ocasiones, es suficiente para corregir esto una simple normalización lineal de los 
valores de intensidad de fluorescencia para cada curva, transformando el mínimo y el 
máximo experimental en 0 y 1, respectivamente. 











En esta expresión, minF  y maxF  representan los valores experimentales de fluorescencia 
mínimo y máximo respectivamente, ( )TF es la intensidad de fluorescencia experimental 
a la temperatura T y [ ]( )T1,0F  es el valor de intensidad de fluorescencia a la temperatura 
T normalizada al intervalo [0,1]. Esta es una aproximación muy sencilla, pero en 
algunos casos no se puede aplicar, como por ejemplo en el análisis de curvas de fusión 
bifásicas. La alternativa en estos casos es una eliminación completa de los fondos, la 
cual conlleva una normalización [0,1] y que cumple la siguiente relación: 






En esta expresión, ( )TL  y ( )TU  son, respectivamente, los valores del fondo superior e 
inferior a temperatura T. En algunos casos estos valores pueden ser obtenidos de forma 
experimental. Otra alternativa es el empleo de funciones lineales. La aplicación MELT 
contiene un módulo mediante el cual se lleva a cabo esta corrección de forma casi 
automática haciendo una razonable estimación inicial que es posteriormente ajustada de 
forma manual para cada serie de datos. 
Una vez normalizadas las curvas al intervalo [0,1] por cualquiera de los métodos 
anteriores, la TM se calcula como la temperatura a la que la intensidad relativa de 
fluorescencia  alcanza un valor de 0,5. Usualmente este valor no corresponde 
exactamente con ningún punto experimental y se obtiene por interpolación lineal usando 
los valores experimentales inferior y superior más próximos.  
En algunos casos, las curvas de disociación obtenidas son bifásicas. Para su análisis se 
utiliza otro módulo que estudia todo un experimento de titulación (del inglés titration), 
que generalmente son doce reacciones independientes de disociación. De forma 
interactiva, se identifican las series de datos (curvas) que sirven como modelo de fase 1 
pura y de fase 2 pura, en adelante ( )T1F  y ( )T2F . Normalmente, la primera coincide con 
la curva de disociación de la mezcla con ADN libre y la segunda, con la que presenta 
mayor concentración de ligando. Cuando es necesario, alguna o ambas curvas son 
sustituidas por otras curvas de disociación genéricas, ya que lo que realmente se 
requiere es la forma geométrica general. 
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Para cada curva experimental, ( )TiF , el programa procede de forma automática. Las 
series de datos ( )T1F  y ( )T2F  son transformadas linealmente en ambos ejes siguiendo 
las ecuaciones 
( ) ( ) 11111 hbTmT ⋅+⋅=∗ FF  
( ) ( ) 22222 hbTmT ⋅+⋅=∗ FF  
En el eje vertical, la ordenada en el origen de la transformación lineal es cero puesto que 
la intensidad de fluorescencia relativa se corrige previamente dentro del intervalo [0,1] 
mediante la herramienta de eliminación de fondos expuesta anteriormente. La pendiente 
de esta transformación lineal, ( )1,2h  se comporta como un factor de escala vertical. La 
transformación lineal en el eje horizontal está representada por la expresión 
( ) ( )1,21,2 bTm +⋅ . La pendiente, ( )1,2m , produce una compresión o extensión horizontal y 
la ordenada en el origen, ( )1,2b , produce un desplazamiento lateral de la curva. Una vez 
transformadas, las series de datos ( )T1∗F  y ( )T2∗F , son recalculadas por interpolación 
lineal con los valores experimentales de temperatura. La suma de las dos series de datos 
transformadas genera una curva bifásica, ( )T∗F : 
( ) ( ) ( )TTT 21 ∗∗∗ += FFF  
A continuación, se usa el acceso programático al módulo Solver de Excel para 
conseguir ajustar esta curva ( )T∗F  con la serie de datos experimentales, variando para 
ello los cinco parámetros 1m , 2m , 1b , 2b  y únicamente 1h , ya que se impone la 
condición de que 12 h1h −= . Tras este ajuste, 1h  y 2h  representan la fracción molar de 
moléculas ADN correspondientes a la fase 1 y a la fase 2, respectivamente. Entonces, la 
contribución de cada fase en la serie de datos experimentales, ( )TiF , se elimina por 
sustracción de sus respectivos componentes una vez ajustados, ( )T1∗F  o ( )T2∗F : 
( ) ( ) ( ) ( ) ( ) 222221, hbTmTTTT ⋅+⋅−=−= ∗ FFFFF iifasei  
( ) ( ) ( ) ( ) ( ) 111112, hbTmTTTT ⋅+⋅−=−= ∗ FFFFF iifasei  
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El resultado final de este tratamiento de los datos son dos series de datos de curvas de 
disociación puramente monofásicas. Estas curvas son procesadas para poder extraer y 
representar gráficamente, por un lado, el incremento de temperatura de disociación, 
MT∆ , frente a la concentración ligando y por otra parte, las series de fracción molar de 
fase 1 y la reciproca fase 2, también frente a la concentración de ligando. Esta última se 
procesa automáticamente para calcular la concentración de ligando (C50) necesaria para 
producir la mitad del efecto máximo, esto es, una fracción molar de la fase 1 igual a fase 






































1.  PROCEDIMIENTOS BASADOS EN ELECTROFORESIS 
CAPILAR PARA LA DETERMINACIÓN DE LA 
PREFERENCIA DE UNIÓN DE LIGANDOS AL ADN 
Con este trabajo se pretende caracterizar la unión entre determinados cromóforos 
catiónicos que se unen al ADN por intercalación. El complejo formado por el ligando y 
el ADN tendrá una migración más lenta a lo largo del tubo capilar, lo que posibilita la 
detección de su formación. Por otra parte, al comparar las diferencias de migración 
producidas con un mismo compuesto y distintas secuencias, se puede establecer un 
orden de afinidad. 
En un principio se intentó desarrollar un procedimiento que permitiera llevar a cabo este 
mismo estudio en geles horizontales de agarosa, pero se desechó, entre otras causas, por 
su laboriosidad y difícil aplicabilidad para un elevado número de compuestos. Por ello, 
se buscó adaptarlo a electroforesis capilar, una técnica con el mismo fundamento pero 
menor gasto potencial de reactivos y una mayor capacidad de automatización. 
A modo de ejemplo se muestran los resultados obtenidos con el mono-intercalante 
bromuro de etidio al interaccionar con los oligonucleótidos AT (AT4) y GC (GC4). En 
este procedimiento se utilizan compuestos intercalantes comerciales cuya especificidad 
de secuencia parece estar bien establecida gracias a otros métodos. De este modo se 
verifica la validez del procedimiento basado en electroforesis capilar. 
Se requiere un tampón que se mantenga a un pH próximo a la neutralidad para asegurar 
el mantenimiento de la estructura en doble hélice del ADN. Se realizan pruebas con 
TAE 1X (que contiene Tris como agente tamponante, acetato como contraión y EDTA 
como agente quelante) y TBE 0,5X (Tris-Borato-EDTA), ambos a pH=7,5 y finalmente 
se emplea TAE 1X, ya que con él se obtiene una mejor línea de base. En principio se 
añadía 0,5 g/l de metilhidroxietil-celulosa al tampón para la eliminación del flujo 
electro-osmótico (FEO, movimiento de líquido en el capilar de sílice fundida originado 
por la carga eléctrica negativa existente en los grupos silanoles que se ionizan en el 
interior del tubo capilar, que atraen a las especies con carga positiva del tampón, 
ocasionando que con su migración hacia el cátodo arrastren al resto del fluido). Todos 
los analitos se diluyen en el tampón, de manera que no se alteren ni la corriente ni el 
FEO con la entrada en el capilar de cualquiera de ellos. 
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Se evaluaron dos estrategias diferentes para abordar este estudio: 
1. Llenado del capilar con el compuesto en estudio (bromuro de etidio) y posterior 
inyección del ADN (AT o GC) previamente incubado una hora a 37 ºC con el 
mismo ligando. De esta manera se produce la interacción a lo largo de todo el 
recorrido del tubo. En los viales de salida y entrada habrá bromuro de etidio a la 
misma concentración que en el interior del capilar. 
Esta estrategia se desestimó por varios motivos. En primer lugar, por el elevado 
consumo de ligando. Por otra parte, el intercalante (cargado positivamente) sufre 
una adsorción progresiva al interior del capilar de sílice, lo cual dificulta el 
acondicionamiento del capilar e influye negativamente en la reproducibilidad de 
los resultados. 
2. Inyección hidrodinámica (por presión) del ADN tras incubar una hora a 37 ºC 
con el intercalante. En este caso el capilar sólo contiene tampón. Se aplica un 
potencial de -20 kV. A continuación de la inyección de muestra se introduce 
tampón fresco por presión. 
El espectro (de 220 a 600 nm) de los picos obtenidos en todos los electroferogramas es 
un dato relevante de cara a distinguir compuestos (ver figura 23). Incluso permite 
diferenciar secuencias, pudiendo así inyectar a la vez un oligonucleótido AT y un GC, 
que se diferencian además por su movilidad. 
El flujo electro-osmótico hace que los oligonucleótidos se muevan hacia el polo 
negativo o cátodo ya que dicho flujo es mayor que la propia migración electroforética 
de los oligonucleótidos. En las condiciones empleadas, migra más el oligonucleótido 
AT que GC (ver electroferograma 1). Con la formación del complejo ADN-ligando 
aumentan tanto la migración como la separación entre los picos de AT y GC 
(electroferograma 2). A la vista de los resultados obtenidos, a concentraciones no 
saturantes de bromuro de etidio hay un ligero aumento en la migración de AT y una 
ligera disminución en la de GC (electroferograma 3). A concentraciones elevadas de 
ligando aparece un pico que presenta la mayor migración y corresponde al ligando libre 
(con λem máxima a 288 nm), es decir, que no forma parte del complejo con el ADN.  
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Además, se puede observar un cambio en la morfología del pico por la intercalación del 
ligando en el ADN; así, se produce una bajada en la altura y un ensanchamiento, aunque 
el área se mantiene prácticamente constante. 
No se profundizó más en el estudio ya que se determinó que las cantidades y 
concentraciones de reactivos (tanto ADN como ligando) requeridas, son demasiado 
elevadas. Se emplean: 40 µl de oligonucleótido 20 µM por microvial (para un máximo 
de dos inyecciones por microvial) y bromuro de etidio de 10-1 a 10-4 mM (mínimo 300 
µl por vial). Además, se hicieron ensayos con el plásmido pBluescript SK+, 
consumiéndose de 10 a 14 µg por microvial. 
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2.  MÉTODO DE DETERMINACIÓN DE PREFERENCIA DE 
SECUENCIA Y AFINIDAD EN LA UNIÓN DE LIGANDOS AL 
ADN BASADO EN CURVAS DE DISOCIACIÓN TÉRMICA DE 
ADN 
En este trabajo se presenta el desarrollo de un ensayo basado en el análisis de curvas de 
disociación-asociación térmica de ADN en presencia de distintas concentraciones del 
ligando en estudio. Los principios fisicoquímicos subyacentes son conocidos y este tipo 
de análisis se utiliza desde hace décadas [218, 220, 223-225]. 
En la gran mayoría de los casos descritos el estado de asociación-disociación (en 
definitiva el porcentaje de cadena sencilla) se determina mediante espectrofotometría de 
absorción, aprovechando la diferencia de coeficiente de extinción entre los estados de 
doble cadena y cadena sencilla. 
Las limitaciones tecnológicas, físicas y de sensibilidad de este tipo de técnicas hacen 
que el volumen mínimo de ensayo se sitúe alrededor de un mililitro y el número de 
muestras analizable de forma simultánea generalmente sea inferior a diez [226]. 
En el presente trabajo se ha explorado la posibilidad de desarrollar un ensayo, basado en 
análisis de curvas de asociación-disociación, que pueda aplicarse a un número elevado 
de muestras y con volúmenes de reacción muy reducidos. 
En el apartado “Material y Métodos” de esta tesis se explican en profundidad los 
aspectos metodológicos desarrollados y que en realidad son un resultado en sí mismo. 
2.1.  Diseño experimental 
El fundamento del ensayo que se ha desarrollado se basa en la utilización de un doble 
marcaje. En la estructura del ADN de cadena doble el fluoróforo de una de las cadenas, 
unido a la desoxirribosa de la posición 5’ y el amortiguador de fluorescencia o quencher 
de la complementaria, en la posición 3’, están muy próximos y con ello, la fluorescencia 
está extinguida. Cuando la doble hélice se desnaturaliza por calor, el fluoróforo y el 
quencher  se separan y se produce un gran aumento en la fluorescencia.  
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Figura 24. Representación esquemática del ensayo basado en el análisis de curvas de fusión para el 
estudio de la preferencia de unión de ligandos al ADN. 
Existen diversas combinaciones posibles de fluoróforo y quencher que pueden dar el 
resultado deseado y que pueden ser incorporados de forma comercial en 
oligonucleótidos sintéticos. Se decidió utilizar la combinación FAM-TAMRA debido al 
elevado rendimiento cuántico de FAM como fluoróforo, que permite mayor sensibilidad 
en la detección y por otra parte, al eficiente efecto de quenching de TAMRA, cuyo 
espectro de excitación solapa casi totalmente con el de emisión de FAM [219]. 
Se emplea un termociclador para llevar a cabo simultáneamente los protocolos de 
disociación o asociación y la lectura de la emisión de fluorescencia a cada grado de 
temperatura ya que este aparato cumple la función de un espectrofluorímetro en el que 
se puede fijar una variación constante de la temperatura y que permite el estudio de 96 
muestras en paralelo. 
Por cada variación de un grado de temperatura, el sistema óptico interno del aparato va 
a registrar la fluorescencia de cada uno de los 96 pocillos. Esto genera un enorme 
número datos. Llevando los datos a Excel, se obtiene una matriz de 96x3x75, ya que 
son 96 pocillos, 3 canales de lectura para cada uno (FAM y 2 controles internos) por los 
75 ºC que puede comprender un protocolo estándar de asociación o disociación. En 
total, son 21600 datos analíticos. Este elevado número de datos es prácticamente 
imposible de analizar manualmente. Por eso se ha llevado a cabo el desarrollo de 
herramientas de software. 
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2.2.  Aplicación y validación del método con compuestos de diferente naturaleza y 
modo de unión 
Para los primeros experimentos se diseñaron y sintetizaron dos oligonucleótidos de 
cadena doble, denominados AT y GC (con todas las posibles subsecuencias de cuatro 
bases formadas por los pares A y T o G y C, respectivamente; ver tabla 6) marcados con 
FAM y TAMRA según el esquema antes descrito (figuras 22 y 24). La secuencia de 
estos oligonucleótidos se diseño con el fin de poder estudiar la preferencia de un 
número elevado de compuestos por sitios AT o GC. En la figura 25 se muestran los 




























Figura 25. Representación de la fluorescencia de FAM de un experimento de disociación de 
oligonucleótidos sólo con ATs y otro sólo con GCs en presencia de concentraciones crecientes de 
Hoechst 33258 (de izquierda a derecha: 0, 1.95·10-5, 3.91·10-5, 7.81·10-5, 1.56·10-4, 3.13·10-4, 6.25·10-4, 
1.25·10-3, 2.5·10-3, 5·10-3, 10-2 y 2·10-2 mM) frente a la temperatura. A: datos sin tratar. B: datos tratados. 
En estas representaciones de los datos numéricos generados por el termociclador se 
puede apreciar un ruido inherente al propio equipo (figura 25.A) que es eliminado 
(figura 25.B) mediante tratamiento matemático. Una vez suavizado este ruido aún 
existen problemas debidos a las limitaciones del aparato, que no está diseñado para este 
uso. Así, las curvas no están normalizadas, o lo que es lo mismo, cada pocillo parte de 
una fluorescencia inicial. Además, se debe eliminar el fondo generado por la 
disminución de la fluorescencia con el cambio de pH generado por la elevada 
temperatura (figura 26). Esto determina la elección del tampón ya que su pKa debe estar 
próximo al pH óptimo de trabajo, que es 7,5. El pH disminuye al aumentar la 
temperatura y con ello el fluoróforo se ioniza y disminuye su rendimiento cuántico 
[227]. Finalmente, representando el aumento de temperatura de fusión con la 
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concentración podemos ver la afinidad que presenta el compuesto por el oligonucleótido 
de esa secuencia, la estabilidad del complejo ADN-ligando y comparando distintas 




























Figura 26. Normalización de las curvas de fusión. 
Aunque en la figura anterior (fig. 26) se muestran curvas monofásicas, con algunos 
compuestos se han obtenido curvas multifásicas que reflejan la lenta cinética del 
proceso de unión de estos ligandos concretos al ADN. De este modo, en el ejemplo de 
la figura 27 se puede observar una primera curva de disociación, correspondiente al 
ADN libre y una segunda curva (o fase), que corresponde al aducto o complejo formado 
por el ADN con el compuesto unido covalentemente. Como se muestra en la figura 27, 
mientras la proporción de la primera fase disminuye, esta segunda fase aumenta con la 
concentración de ligando. 
Las curvas multifásicas no sólo son propias de uniones al ADN de tipo covalente. Por 
ejemplo, este tipo de curvas están siempre presentes en caso de la fusión de ADN de 
tres cadenas (tríplex), donde una fase representa la disociación de una de las hebras de 
las otras dos y la segunda fase, a la de esas dos. Lo mismo ocurre con cuádruplex. Otro 
ejemplo de curvas bifásicas se ha obtenido con la unión del bromuro de etidio al 
oligonucleótido GC (figura 32). 
Con respecto a las curvas bifásicas causadas por la unión de un ligando al ADN, existen 
diversas explicaciones e implicaciones [228]. Según McGhee [229], los mecanismos 
posibles se basan en que se trate de ligandos con uniones fuertes, ya sean reversibles o 
irreversibles, o bien en interacción cooperativa entre ligandos. 
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Figura 27. Curvas bifásicas obtenidas con uno de los compuestos estudiados. A: Curvas sin tratar. B: 
Curvas tratadas (normalizadas y con fondos eliminados). Las concentraciones de ligando son crecientes 
de izquierda a derecha. C: Separación de cada una de las fases mediante tratamiento matemático. D: 
Dos representaciones de la proporción de cada fase en función de la concentración de ligando. 
De cara a validar este ensayo, se analizó la unión de una serie de ligandos ampliamente 
caracterizados mediante otros métodos. Se diseñaron nuevos oligonucleótidos 
conteniendo los sitios de unión de los compuestos correspondientes, así como otros 
similares, para poder verificar que se puede, a través de este método, establecer la 
preferencia de unión. Se emplearon ligandos que se unen al ADN por mecanismos 
diferentes, con el fin de determinar su aplicabilidad como método general.  
A continuación se muestran los resultados obtenidos con ligandos con unión a los 
surcos (DAPI y Hoechst-33258), agentes intercalantes (bromuro de etidio, ditercalinio, 
doxorrubicina, TOTO-I, tiocoralina-A y equinomicina) y compuestos con unión 
covalente al ADN (ecteinascidinas, pftalascidinas y derivados de ambas familias). 
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2.2.1. Aplicación a compuestos con unión a los surcos 
DAPI 
El DAPI (4',6-diamidino 2-fenilindol, ver figura 28), sintetizado por primera vez como 
análogo del berenil [230], se emplea como marcador fluorescente de ADN tanto libre 
como cromosómico [231]. Se une de forma no covalente al surco menor del ADN, 
aumentando entonces notablemente su emisión de fluorescencia [232-235], 
especialmente en regiones ricas en AT (AU, IC), con una alta constante de afinidad. 
También se ha visto una interacción de apilamiento pi,pi con pares de bases GC [236], 
aunque con menor afinidad, una constante de unión más baja y menor rendimiento de 
fluorescencia [237], llegándose incluso a hablar de quenching virtual con estas 








Figura 28. Estructura química del DAPI. 
Como se muestra en la figura 29, hay una interacción débil de DAPI y el 
oligonucleótido GC ya que sólo se observa un aumento de temperatura de fusión (Tm) a 
concentraciones de DAPI elevadas, con lo que se demuestra que hay baja afinidad por 
secuencias ricas en GCs. Por el contrario, se observa una clara preferencia por AT, lo 
que concuerda con lo esperado. 
A continuación, se hizo un estudio más detallado del sitio preferente de unión de este 
ligando. Para ello, se empleó una serie de oligonucleótidos con un sitio central formado 
por una o dos bases A y una o dos T, flanqueado por Gs y Cs. 
Como se muestra en la gráfica, con los oligonucleótidos gATC y gTAC puede 
establecerse una ligera preferencia por el sitio AT frente a TA, ya que a iguales 
concentraciones del ligando, se observa mayor aumento en la Tm con la secuencia 
gATC. En cualquier caso la unión del DAPI a estas secuencias pobres en ATs es débil. 




























Figura 29. Incremento de la temperatura de fusión de los oligonucleótidos indicados en la leyenda, en 
función de la concentración de DAPI (en escala logarítmica). 
La mayor preferencia tiene lugar hacia el sitio AATT, lo cual coincide plenamente con 
lo obtenido por otras metodologías (aumento de la fluorescencia con la unión [239], 
modelado molecular [240] y electroforesis [241]). 
En conclusión, a la vista de la distinta variación de la temperatura de fusión causada por 
la unión de DAPI a los diferentes sitios formados por As y Ts, se ha podido establecer 
que el orden general de preferencia de unión de este ligando es AATT >> TTAA > 
ATAT > TATA. 
Hoechst 33258 
El sensible marcador fluorescente Hoechst 33258 también llamado bisbencimida o 
pibencimol, se emplea para teñir ADN incluso cromosómico [242, 243]. Se une al surco 
menor del ADN, preferentemente a secuencias ricas en ATs [244, 245] y necesitando al 
menos cuatro bases A/T seguidas [246, 247]. Se ha visto que puede interaccionar con 









Figura 30. Estructura química del Hoechst 33258. 
Como se muestra en la gráfica de la figura 31, el casi imperceptible incremento en la 
temperatura de fusión con el oligonucleótido GC indica que no hay interacción aparente 
con esta secuencia. Por el contrario, con la secuencia rica en ATs hay un destacable 
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aumento de Tm, que se corresponde con la alta afinidad de este compuesto por este tipo 
de bases.  
Un estudio más profundo de secuencias pone de manifiesto que la presencia de tan solo 
dos bases A/T no es suficiente para que se produzca una interacción destacable. 
Además, se comprueba que Hoechst 33258 tiene una notable mayor preferencia por el 
sitio AATT, como se ha demostrado con otros ensayos como espectrometría de masas 
[177]. Mediante footprinting [246, 250] se ha observado, además, que hay una menor 
afinidad en la unión a sitios TpA, lo que concuerda con que los peores sitios de unión 
sean TATA y ATAT, como se muestra en la gráfica por el escaso ∆Tm 
































Figura 31. Incremento de la temperatura de fusión de los oligonucleótidos indicados en la leyenda, en 
función de la concentración de Hoechst 33258 (en escala logarítmica). 
Las diferencias entre la unión a determinadas secuencias son mayores con este ligando 
que las observadas con DAPI, tal y como ya se ha descrito mediante otras técnicas 
[239]. 
2.2.2. Aplicación a agentes intercalantes 
Bromuro de etidio 
El bromuro de etidio (BrEt) es un monointercalante y el compuesto más comúnmente 
empleado para teñir y localizar ADN [67, 70, 217, 251, 252]. Está descrito que se une al 
ADN sin ninguna preferencia de secuencia. Sin embargo, a la vista de las curvas de 
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fusión realizadas con AT y GC en presencia de concentraciones crecientes de este 








Figura 32. Estructura química del bromuro de etidio. 
Las curvas del oligonucleótido rico en ATs son monofásicas, mientras que las de la 
secuencia rica en GCs son bifásicas incluso a las concentraciones más bajas (cercanas a 
10-8 M). Este resultado indica que incluso a esas concentraciones se está formando el 
complejo etidio-GC y que éste tiene una razonable estabilidad (∆Tm media de 
aproximadamente 15 ºC, ver gráfica en la figura 33). No obstante, a concentraciones 
elevadas, los complejos formados con este agente y los sitios A/T presentan 
estabilidades similares, lo que explica su capacidad para teñir ADN de cualquier 





















Figura 33. Incremento de la temperatura de fusión en el caso de los oligonucleótidos AT y GC en función 
de la concentración de bromuro de etidio (BrEt, en escala logarítmica). 
Doxorrubicina 
La doxorrubicina, comercialmente denominada Adriamicina, es un intercalante 
perteneciente a la familia de los antibióticos antraciclinas. Es un fármaco antitumoral 
que inhibe a la topoisomerasa II. Se trata de uno de los compuestos más usados en 
quimioterapia, empleado frente a una gran variedad de tumores sólidos y leucemias 
[253]. Se ha comprobado que es un intercalante y que además interacciona de forma no 
intercalante con As y Ts a través de su aminoazúcar (el N3' del amonio de esta 















Figura 34. Estructura química de la doxorrubicina. 
En base a las secuencias descritas en la bibliografía [255-257], se ha estudiado su unión 
a una serie de oligonucleótidos con sitios GpC y CpG, flanqueados por As y Ts. Sin 
embargo, como se muestra en la gráfica (figura 35), no se observan diferencias notables 
entre unas secuencias y otras, incluyendo al oligonucleótido AT, salvo en el caso del 
oligonucleótido GC, que es al que menos se une. Cabe destacar el hecho de que la unión 
al oligonucleótido AT sea prácticamente idéntica al resto de los oligonucleótidos 
empleados. Todo ello es indicativo de ausencia de preferencia por G/C, como ya se ha 
comprobado por otros métodos [258] [259]. Existen referencias que indican que este 
ligando es un intercalante no selectivo y que es posible que los datos que avalan su 
selectividad, obtenidos, por ejemplo, mediante cristalografía, fueran resultado de la 
unión forzada de la doxorrubicina a los extremos de las secuencias demasiado cortas 





























Figura 35. Incremento de la temperatura de fusión de los oligonucleótidos indicados en la leyenda en 
función de la concentración de doxorrubicina (en escala logarítmica). 
TOTO-I 
El homodímero de naranja de tiazol TOTO-I (de Thiazole Orange homodimer, figura 
36) se caracteriza por el elevado aumento de su fluorescencia al unirse a ADN, por lo 
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que se le emplea como marcador para tinción en geles de agarosa para visualizar 
















Figura 36. Estructura del TOTO-I. 
Se ha profundizado en el estudio de la unión de este compuesto al ADN, empleando 
para ello un juego de oligonucleótidos formados por Gs y Cs, a las que el TOTO-I se 
une débilmente y un sitio central de dos o cuatro As y Ts en distinto orden. 
De cara a facilitar el análisis comparativo de unión a las distintas secuencias estudiadas, 
se ha utilizado el parámetro C50, que corresponde a la concentración de ligando a la que 
se obtiene la mitad del efecto máximo, es decir, el mayor incremento de temperatura, 
que es el que se obtiene a la concentración máxima de compuesto empleada para todas 
las secuencias estudiadas. Se ha utilizado este parámetro en particular con este 
compuesto debido a la variabilidad de los resultados obtenidos con los oligonucleótidos 
estudiados y puesto que las curvas de incremento de Tm frente a la concentración tienen 




























Figura 37. Incremento de temperatura frente a concentraciones crecientes de TOTO-I con las secuencias 
que se muestran en la leyenda. 
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Tabla 7. Incremento máximo de temperatura (1 µM TOTO-I) y valores de C50 para cada oligonucleótido. 
Oligo ∆Tm máx (oC) C50 (x10-1µM) 
TTAA 35,91 1,34 
ATAT 36,88 1,35 
AATT 36,3 1,53 
GC 26,93 1,84 
gATC 23,64 1,91 
gTAC 25,83 1,94 
TATA 26,54 2,43 
AT 36,13 2,96 
CTAg 28,11 3,05 
Con los oligonucleótidos ATAT, TTAA y AATT se obtiene la menor C50, lo que indica 
que el TOTO-I tiene una mayor afinidad por ellos. Según Wemmer [261], se formarían 
varios complejos con los oligonucleótidos ATAT y TTAA y también podría ocurrir con 
el oligonucleótido AT. Según nuestros resultados, parece que ocurre igual con AATT, 
pero no con TATA. 
De la misma manera, se podrían estar uniendo varias moléculas de TOTO-I al GC, 
aunque con menor estabilidad o afinidad que por las secuencias A-T. 
Además, de nuevo de acuerdo con los resultados obtenidos por Wemmer, sólo hay un 
sitio de unión del TOTO-I en el oligonucleótido CTAg. Mediante RMN se ha visto que 
el TOTO-I se une selectivamente a este sitio CTAG por intercalación. Los benzotiazoles 
se introducen entre las pirimidinas y los quinolinios entre las purinas. El N-metilo del 
benzotiazol se aloja en el surco mayor y la cadena de unión de los monómeros o linker 
(poli-propilenamino) se sitúa en el menor [262].  
La unión del TOTO-I a este oligonucleótido causa un ∆Tm mayor (complejo más 
estable) que la unión a los sitios gTAC y gATC, lo cual concuerda con que CTAg sea el 
sitio descrito como preferente. Sin embargo, la C50 para CTAg es la mayor, lo cual se 
relaciona con una unión menos afín, aunque una vez formado el complejo, su alta 
estabilidad haga que se disocie con menor facilidad. 
Por todo ello, podemos concluir que es necesario tener en cuenta el número de sitios 
posibles de unión de un oligonucleótido para poder extraer conclusiones de cara a la 
preferencia en la unión de cualquier ligando. 
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Análogos de TOTO-I 
En el contexto de la colaboración con el grupo del profesor Todor Deligeorgev, de la 
Universidad de Sofía (Bulgaria), se estudiaron las diferencias en la unión a ADN de dos 
análogos de TOTO-I: los compuestos denominados TDE-19 y TDE-20 (figura 38).  
La estructura del compuesto TDE-19 es similar a la de TOTO-I, intercambiando las 
posiciones de los benzotiazoles y quinolinios, uniéndose los cromóforos por la cadena 
polipropilen-amínica a través del nitrógeno del benzotiazol.  
Por otra parte, el cromóforo TDE-20 incluye un oxazolopiridinio, a diferencia de los dos 
anteriores, que son tiazolopiridinios. Además, la cadena que une a los dos monómeros 







































Figura 38. Estructura de los análogos de TOTO-I estudiados. 
En un estudio inicial se vio que TOTO-I produce un cambio de temperatura de fusión 
notablemente diferente entre los oligonucleótidos AT y GC, mostrando una clara 
preferencia por GC (figura 39). Por el contrario, TDE-19 no parece tener preferencia 
por ninguna de las dos secuencias, ya que no se observan grandes diferencias en el 
incremento de temperatura de fusión (∆Tm) en presencia de concentraciones no 
saturantes de este ligando, incluso a pesar de que para una misma concentración no 
saturante de TDE-19 el cambio de Tm producido por su unión al dúplex comienza a 
darse antes con GC. Sin embargo, debido al débil efecto máximo que se produce con 
este oligonucleótido (∆Tm máx ≈ 6 ºC), parece que los cambios estructurales de este 
ligando con respecto al TOTO-I ocasionan la pérdida de la selectividad de este 
compuesto. A concentraciones elevadas de TDE-19 se va produciendo un aumento de 
Tm que no llega a saturarse ni siquiera a una concentración diez veces mayor que la de 
oligonucleótido, lo que podría indicar que la unión a esta secuencia podría ser 



























Figura 39. Incremento de temperatura de fusión de los oligonucleótidos AT y GC frente a la concentración 
de los compuestos TOTO-I y TDE-19. 
A la vista de los resultados obtenidos con el ligando TDE-20 (figura 40) parece que 
presenta mayor afinidad por el oligonucleótido AT, ya que se produce mayor aumento 
en la temperatura de fusión a menores concentraciones de TDE-20 con el 
oligonucleótido AT que con el GC. 




















Figura 40. Incremento de temperatura de fusión frente a la concentración de TDE-20, estudiado con los 
oligonucleótidos AT y GC.  
Si se comparan los datos experimentales obtenidos con los tres compuestos (TOTO-I, 
TDE-19 y TDE-20; figura 41) se puede observar que el efecto de la unión de TOTO-I al 
oligonucleótido AT es mucho más pronunciado que el causado en la misma secuencia 
por sus dos análogos. Sin embargo, en lo que respecta al oligonucleótido GC, se 
produce mayor interacción con TDE-19, siendo el comportamiento del compuesto TDE-




































Figura 41. Incremento de temperatura de fusión de los oligonucleótidos AT (izquierda) y GC (derecha) 
frente a la concentración de los compuestos TOTO-I, TDE-20 y TDE-19. 
Tiocoralina-A y equinomicina [263] 
La tiocoralina-A es un compuesto antitumoral aislado del micelio del actinomiceto 
marino Micromonospora sp. L-13-ACM2-092, [264-266] que presenta una potente 
actividad antineoplásica frente a distintas líneas tumorales. Su unión al ADN no había 
sido estudiada en profundidad, aunque existen datos previos de footprinting que han 
sido confirmados y ampliados mediante nuestra técnica. Se utilizó el antibiótico 
quinoxalínico equinomicina con el fin de comparar los resultados obtenidos con 
tiocoralina con los de este compuesto ampliamente estudiado y de este modo, contribuir 


























































































Figura 42. Estructura de la tiocoralina A y la equinomicina. Los aminoácidos están en cursiva y los 
residuos numerados en negrita. Cabe resaltar la presencia de un enlace central tioacetal en la 
equinomicina, reemplazado por un puente disulfuro en la tiocoralina A (y triostina A). 
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La bibliografía recoge que tanto la equinomicina como la tiocoralina-A 
(octadepsipéptidos cíclicos) se unen al ADN por bis-intercalación [267-269] entre pares 
CpG [267].  
Se ha confirmado la unión preferente de ambos ligandos a secuencias ricas en GC frente 
a AT y en concreto al par CpG. Además, se ha estudiado el efecto de las bases 
flanqueantes del par CpG, diseñando para ello los oligonucleótidos necesarios. 
El aumento máximo en la temperatura de fusión (∆Tm) del oligonucleótido AT (en 
presencia de una concentración 20 µM de tiocoralina) es tan sólo de 6 ºC. Sin embargo, 
en el caso del oligonucleótido GC, el aumento de Tm con la misma concentración es de 
casi 18 ºC, pudiéndose observar efectos en la Tm incluso a concentraciones bajas (figura 
43.A). Comparando con los resultados para la equinomicina, cabe destacar que un 
mismo valor de ∆Tm se obtiene a concentraciones de tiocoralina unas diez veces 
menores que para la equinomicina, lo que sugiere una asociación más fuerte al ADN. 
Como se muestra en la figura 43.B, el oligonucleótido ACGA (también llamado CgA, 
con el paso CpG) presenta una mayor estabilización en presencia de ambos ligandos, 
frente a los oligonucleótidos con los pasos GpG/CpC o GpC (dúplex TGGT y AGCA, 
respectivamente). Esto indica una mayor preferencia por el sitio CpG. 
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Figura 43. A: Efecto en la temperatura de fusión de los dúplex AT y GC con la adición de 
concentraciones crecientes (escala logarítmica) tanto de tiocoralina (líneas gruesas) como de 
equinomicina (líneas finas). Las barras de error corresponden al valor medio de tres medidas 
independientes. B: Incrementos de temperatura de fusión causados por la unión de tiocoralina (líneas 
gruesas) y equinomicina (líneas finas) a los oligonucleótidos TGGT/ACCA, AGCA/TGCT y ACGA/TCGT. 
Por otra parte, se observan diferencias significativas en la unión de tiocoralina y 
equinomicina a los oligonucleótidos ACGT, TCGA, GCGC, CCGG, GCGG y GCGT, 
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con lo que se puede afirmar que las bases flanqueantes al sitio de bis-intercalación CpG 
(tabla 8 y figura 44) influyen en la selectividad de secuencia. Para la tiocoralina, el 
mayor incremento de Tm se produce con la secuencia ACGG (10.6 ºC) y el menor, con 
GCGC (6.1 ºC). Con equinomicina la mayor estabilización del dúplex se da con ACGT, 
lo cual está de acuerdo con resultados recientemente publicados, que muestran una 
cinética de disociación más rápida de TCGA frente a ACGT, mientras que el efecto en 












































































Figura 44. Incrementos de temperatura de fusión producidos por la unión de (A) tiocoralina y (B) 
equinomicina a los oligonucleótidos indicados en la leyenda, que contienen un paso CpG con distintas 
bases flanqueantes. 
A pesar de que el mayor efecto en la fusión del ADN se produce con el oligonucleótido 
GC, conviene considerar que en su secuencia hay al menos tres posibles sitios de unión 
para estos bis-intercalantes. Con el fin de confirmar el aumento de estabilización por la 
unión a dos sitios independientes de forma más precisa, se han analizado dos 
oligonucleótidos que contienen un par de pasos CpG: 2SS (“2 Sitios Separados”), que 
contiene un sitio ACGT y otro TCGA separados por la secuencia AATA, y 2SJ (“2 
Sitios Juntos”), con los mismos sitios que el anterior pero seguidos. Como se puede ver 
en la figura 45, la unión de dos moléculas de tiocoralina a dos sitios independientes y no 
solapantes da lugar a una mayor estabilización del ADN, que es aún más notable en el 
caso del oligonucleótido con los sitios de unión yuxtapuestos (tabla 8). Esto parece 
indicar que la unión es cooperativa. De hecho, está demostrado que existe 
cooperatividad en la unión de la equinomicina al ADN y estos resultados también lo 
avalan (figura 45). 
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Una diferencia notable en el perfil de todas las curvas de ∆Tm de estos dos compuestos 
reside en la presencia de un plateau (o meseta) que parece indicar saturación en la unión 
de la tiocoralina a altas concentraciones y que no se da en el caso de la equinomicina. 
Esto podría indicar una unión inespecífica de éste último ligando a altas 
concentraciones. 
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Figura 45. Incremento de Tm comparando la disociación de oligonucleótidos con un solo sitio de unión y 
dos sitios juntos o separados en presencia de concentraciones crecientes de tiocoralina (A) y 
equinomicina (B). 
Los valores de C50 (concentración a la que se alcanza un aumento de temperatura de 
fusión que es la mitad del máximo) se pueden relacionar indirectamente con constantes 
de disociación, pudiéndose así comparar afinidades por una misma secuencia entre 
tiocoralina y equinomicina. Puesto que se necesitan concentraciones aproximadamente 
diez veces mayores de equinomicina para alcanzar un mismo ∆Tm, se puede concluir 
que la afinidad de la tiocoralina por el ADN es un orden de magnitud mayor. 
Por otra parte, las diferencias en ∆Tm para los distintos oligonucleótidos en presencia de 
concentraciones iguales del mismo compuesto (por ejemplo, 20 µM para la ∆Tm 
máxima, ver tabla 8), reflejan el diferente grado de estabilización del dúplex causado 
por la unión del ligando. 
Los resultados se corresponden con los datos existentes de footprinting, RMN y 




Tabla 8. Parámetros que caracterizan la unión de la tiocoralina a los oligonucleótidos estudiados 
(tabulados en orden decreciente de estabilización del dúplex). 
Oligo ∆Tm máx (oC) C50 (x10-1µM) 
2SJ 23,0 0,71 
2SS 19,3 0,93 
GC 17,3 0,78 
ACGG 10,6 0,79 
ACGA 9,4 0,55 
ACGT 9,0 0,31 
TCGA 8,2 0,46 
ACCA 7,1 1,60 
GCGC 6,7 0,39 
CCGG 6,7 0,49 
GCGT 6,7 0,31 
GCGC 6,1 0,59 
AT 5,7 0,57 
AGCA 2,9 1,74 
2.2.3. Aplicación a compuestos con unión covalente al ADN 
Una destacable novedad de esta metodología es su aplicabilidad al estudio de la 
interacción con ADN de compuestos que se unen a esta biomolécula mediante enlaces 
covalentes, ya que la aplicación de este tipo de ensayos a compuestos con unión 
covalente al ADN no había sido descrita anteriormente.  
En esta Tesis se ha llevado a cabo la caracterización de la unión a ADN de una serie de 
compuestos de la familia de las ecteinascidinas y pftalascidinas. En primer lugar y para 
continuar con la validación del ensayo, se han comprobado resultados obtenidos 
anteriormente mediante otras técnicas como modelos computacionales y footprinting 
[270, 271]. Seguidamente, se ha profundizado en la caracterización de la unión de estos 
compuestos a ADN. 
Ecteinascidinas y derivados 
Las ecteinascidinas son agentes antitumorales muy potentes y reciben ese nombre por 
haber sido aislados de ascidias marinas como Ecteinascidia turbinata [8]. Son 
alquilantes de guanina y se unen al ADN formando un enlace covalente con la guanina 
de una hebra y puentes de hidrógeno con la hebra complementaria [271]. 
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De entre ellas destaca, en primer lugar, el medicamento ET743 (Yondelis® o 
trabectedina), que está actualmente en ensayos clínicos en fase II/III y ha sido 
recientemente aprobado por la Comisión Europea para el tratamiento del sarcoma de 
tejidos blandos [272]. Su unión al ADN produce roturas de la doble hélice (DSB, de 
double-strand breaks) y parece activar a la maquinaria de reparación por recombinación 
homóloga, de forma parecida al mecanismo de acción de la mitomicina-C, que es un 
agente alquilante que une covalentemente a las dos cadenas de una molécula de ADN 
(ICL, de interstrand cross-linker) [273, 274]. 
Esta familia está formada por multitud de compuestos que comparten gran similitud en 
su estructura química, formada por dos o tres anillos tetrahidro-isoquinolínicos y un 
grupo funcional reactivo que es una carbinolamina. Esta carbinolamina va a reaccionar 
con el N2 de la guanina del surco menor para formar el complejo covalente [8]. 
 
Figura 46. Representación esquemática de las uniones de la ecteinascidina trabectedina (TB) al ADN. 
El grupo hidroxilo de la carbinolamina, presente en ET743, ET729 y Pt650 (una 
phtalascidina), ha sido sustituido por un grupo ciano en algunos compuestos de esta 
serie, como ET770. PM01183 es un análogo de ET743, con algunas modificaciones en 
la subunidad C. Zalypsis® (o PM00104 en adelante PM104) y PM113 están 























































ET743: X = OH; R = CH3
ET770: X = CN; R = CH3
























21-OH-Pt650: X = OH
 
Figura 47. Estructura química de ecteinascidinas y phtalascidinas. 
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Con todos estos compuestos se han obtenido curvas multifásicas, lo que indica que el  
proceso de unión de estos ligandos al ADN tiene una cinética lenta. En el ejemplo de la 
figura 47 se puede observar una primera curva de disociación, correspondiente al ADN 
libre y una segunda curva (o fase), que corresponde al aducto o complejo formado por el 
ADN con el compuesto unido covalentemente. Como se muestra en la figura 48, 
mientras la proporción de la primera fase disminuye, esta segunda fase aumenta con la 














































































Fase 1 Fase 2
 
Figura 48. Curvas bifásicas obtenidas en la disociación del oligonucleótido Tgg en tampón fosfato en 
presencia de diferentes concentraciones de ET743 tras un día de incubación a 25 ºC. A: Curvas sin tratar. 
B: Curvas tratadas (normalizadas y con fondos eliminados). A las seis concentraciones más bajas de 
ET743 se observa una primera curva de disociación (fase 1), correspondiente al ADN libre y una segunda 
curva (fase 2), que corresponde al aducto. Las concentraciones son crecientes de izquierda a derecha. 
En el caso de uniones fuertes como ocurre con las ecteinascidinas, la aparición de 
curvas bifásicas se explica por una lenta cinética de unión entre el ligando y el ADN, lo 
que produce dos poblaciones o especies de ADN, la libre y la que forma parte del 
complejo, que se disocian de forma separada. Por lo tanto, se obtendrán curvas bifásicas 
a concentraciones no saturantes de ligando, mientras que al aumentar la concentración 
aumentará la segunda fase o población hasta alcanzar la saturación [201, 220, 275, 276]. 
En estas curvas bifásicas en presencia de ligando, el valor de la concentración de éste a 
la que la mitad de las moléculas de ADN forman parte del complejo (C50) se emplea 
para el cálculo de la constante de unión (K) de la reacción: 
ADN + Ligando  Complejo ADN-Ligando. 
En este caso, este parámetro C50 no es exactamente el mismo que el utilizado con 
compuestos que al unirse al ADN hacen que las curvas de fusión de éste sean 
monofásicas. En ambos casos corresponde a la concentración de ligando a la que se 
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obtiene la mitad del efecto máximo, pero en el caso de curvas monofásicas el efecto 
máximo es el mayor incremento de temperatura. 
Por medio de la metodología descrita se ha estudiado, en primer lugar, la unión al 
oligonucleótido Tgg (con un sitio Tgg, descrito como uno de los mejores sitios de unión 
para ET743 [270, 271]), de los compuestos ET743, ET729, PM113 (también llamado 
Ptalascidina 650), PM01183 (o MeO-ET736, en adelante PM1183), ET770 (o 
PM1370), PM112. Así, se ha comprobado que las constantes de unión de todos los 
derivados que contienen el hidroxilo son mayores que los que presentan el grupo ciano, 
ya que este último es peor grupo saliente que el hidroxilo. Dentro de los derivados con 
hidroxilo, ET743 y ET729 son los que presentan mayor afinidad (es decir, menores K y 
C50), quizás debido a que su anillo C presenta la posibilidad de formar puentes de 
hidrógeno con el esqueleto azúcar-fosfato del ADN. Una vez que se elimina el grupo 
ciano o hidroxilo en el proceso de formación del aducto con ADN, este complejo 
covalente es igual. Por ello, el incremento de temperatura de fusión es igual para ET743 
que para ET770, ya que ambos ligandos sólo difieren en que aquel tiene un hidroxilo y 
éste un ciano. En el caso de PM104, cuyo grupo carbinolamina contiene hidroxilo, se 
observa una afinidad por el ADN similar a ET743; la menor temperatura de fusión 
indica una menor estabilización del aducto ADN-PM104, lo que parece estar 
correlacionado con las diferencias de su subunidad C con respecto a la de ET743. 
Compuesto C50 K ∆Tm
ET743 2,70E-07 3,30E+03 22,2
ET729 5,30E-07 2,20E+03 21,8
PM104 2,10E-06 6,10E+02 14
ET770 2,10E-06 2,40E+02 22,4

























Figura  49. Resultados obtenidos en la disociación tras incubar un día a 25ºC diferentes compuestos que 
se unen covalentemente al oligonucleótido Tgg en TAE 2X. A: Diferentes constantes de unión. B: 
Incrementos de temperatura de fusión con respecto al control. Los resultados de ET743 y ET729 están en 
 107 
concordancia con lo descrito en la bibliografía [261, 269], mientras que el resto no habían sido estudiados 
previamente. 
En segundo lugar, se ha estudiado la preferencia de unión de ET743 y ET729 entre los 
tripletes Tgg, AgC, ggC, Cgg y AgA, CgA, empleando As y Ts como bases 
flanqueantes ya que no se une a éstas. Los cuatro primeros tripletes (pirimidina-gg y 
purina-gC, ver figura 50) ya habían sido descritos como sitios favorables de unión de 
estos compuestos, mientras que AgA ha sido descrito posteriormente [277, 278]. El 
resultado más destacable entre ambos compuestos se obtiene con CgA, ya que ET743 
apenas se une a este sitio (en cualquier caso, no se trata de unión covalente [277]), 
presentando curvas monofásicas con un aumento de temperatura de fusión muy bajo y 






















Figura 50. Incremento de la temperatura de fusión de los oligonucleótidos indicados en la leyenda en 
función de la concentración de ET743 (en escala logarítmica). 
Para el resto de tripletes el perfil de las curvas de disociación es similar ya que siempre 
hay dos fases y la segunda, correspondiente al complejo, está caracterizada por una 
estabilización (∆Tm) que ronda los 20 ºC (ver figuras 51.A y C). Esta alta estabilización 
del dúplex se ha relacionado con el bloqueo de la transcripción y de las horquillas de 
replicación por su implicación en la inhibición del desenrollamiento y separación de las 
cadenas del ADN [274].  
Cabe destacar que el complejo de menor estabilidad formado por ET743 ocurre con el 
sitio Cgg, mientras que con esta secuencia, el complejo con ET729 es el de mayor 
estabilidad junto con AgA y Tgg, que son también los sitios más estabilizados por 
ET743. Los tripletes purina-gC (ggC y AgC) son sitios de estabilización intermedia para 
ambos ligandos, lo cual podría estar relacionado con el hecho de que con este tipo de 
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sitios se formen los dos enlaces de hidrógeno con la hebra opuesta al enlace covalente 
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Figura 51. Resultados obtenidos tras incubar 24 horas a 25 ºC. A y C: Aumento en la temperatura de 
fusión  (∆Tm) de los oligonucleótidos indicados con ET743 y ET729, respectivamente; concretamente es el 
∆Tm del aducto (∆Tm medio de la fase 2). B y D: C50 de los experimentos anteriores. 
En base a la C50 requerida para cada sitio (ver figuras 51.B y D), el orden de afinidad de 
ET743 es Tgg > ggC > Cgg ≥ AgC >> AgA y el de ET729, Cgg ≥ CgA ≥ Tgg > ggC > 
AgC >> AgA. En ambos casos, Tgg y ggC son los mejores sitios, frente a AgC y sobre 
todo AgA, que son los peores. De nuevo, la mayor diferencia entre estos dos 
compuestos estriba en el sitio Cgg, necesitándose el doble de concentración de ET743 
para alcanzar la misma cantidad de complejo. En términos generales, la afinidad de 
ET743 por el ADN es ligeramente mayor que la de ET729 (puesto que C50s ET729 son 
mayores que C50s ET743). 
Todos estos experimentos de fusión se llevaron a cabo después de incubar las mezclas 
ADN-ligando durante 24 horas a 25 ºC. Se estableció este periodo de incubación ya que 
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a tiempos más cortos había un bajo nivel de saturación. Por lo tanto, la reacción de 
unión de estos ligandos al ADN es muy lenta. 
Por otra parte, se probó a cambiar la temperatura de incubación a 37 ºC (temperatura 
fisiológica) para estudiar la unión de PM104, PM113, PM1183 y ET743 a distintos 
sitios GpC. A esta temperatura los experimentos no concuerdan con los obtenidos a 25 
ºC y además, se observa que es necesaria una mayor concentración de cualquiera de los 
cuatro ligandos para conseguir el mismo efecto que se conseguía o bien sin incubar o 
bien incubando 24 horas a 25 ºC. 
Por tanto, se sospecha que los ligandos son termolábiles y estén sufriendo degradación 
al incubar a 37 ºC durante 24 horas. Con el fin de comprobar esta hipótesis, se llevaron 
a cabo tres series de diluciones de los cuatro compuestos que se incuban durante 24 
horas. Dos de ellas se realizaron en TAE 2X, en las mismas condiciones en las que se 
llevó a cabo el experimento de fusión. De ellas, una se incubó a 25 ºC y otra a 37 ºC. 
Por otra parte, la tercera serie se diluyó empleando exclusivamente DMSO y se incubó a 
37 ºC. Tras las 24 horas de incubación en las diferentes condiciones, se realizó el 
experimento de fusión típico empleando el oligonucleótido AgC (con el sitio AgCA). 
Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 9, donde ∆Tm máx es el incremento de 
temperatura de fusión del aducto (∆Tm medio de la fase 2) y C50 es la concentración de 
ligando necesaria para que el 50% del ligando forme parte del complejo con ADN. 
Tabla 9. C50 de los compuestos indicados en su unión al sitio AgCA tras incubar en las condiciones 
indicadas (en las dos últimas columnas se incubó antes de añadir el ADN). 







ET743 1,56 ± 0.01 0,54 1,82 
PM1183* 4,70 ± 0.13 0,84 3,00 
PM113 0,66 ± 0.12 1,08 2,27 
PM104 0,79 ± 0.12 1,11 2,89 
*: Con PM1183 se utiliza la C20, ya que no se alcanza C50. 
Se observa una considerable disminución de C50 al incubar un día a 25 ºC, con respecto 
al mismo periodo a 37 ºC, mientras que al tiempo inicial (t0, 15 minutos) C50 es similar 
o más baja, según el compuesto. Se ha visto que ocurre lo mismo con otras secuencias 
de unión de estos ligandos, como AgA o CgA, por ejemplo. 
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Mediante las tres distintas pre-incubaciones de compuesto solo se ha comprobado que 
hay un notable cambio en la concentración necesaria para alcanzar un mismo porcentaje 
de complejo dependiendo de cuales sean las condiciones empleadas. De este modo, el 
















Figura 52. Cambios en la actividad de los compuestos tras un día de incubación a distintas temperaturas. 
Con los cuatro ligandos hay disminución de la capacidad de unión a ADN tras incubar 
24 horas a 37 ºC, empleando TAE 2X como medio. Esta pérdida de actividad aumenta 
con el tiempo y la temperatura. Tras 24 horas a 25 ºC, ET743 y PM113 conservan el 
100% de su actividad (e incluso ganan, aunque no se ha encontrado una posible 
explicación para este hecho que ha resultado ser muy reproducible), mientras que 
PM104 pierde como media el 20% y PM1183 más del 85% de su capacidad aparente de 
unión a ADN.  
Sin embargo, al incubar durante 24 horas a 37 ºC, la actividad residual de PM113 y 
PM104 disminuyen aproximadamente hasta un 20% y 50%, respectivamente y ET743 y 
PM1183, al 30% y 10%. De hecho, PM1183, sufre una pérdida de actividad tan 
marcada que no se llega a alcanzar C50 a las concentraciones empleadas. Por este 
motivo, se emplea la C20 para poder comparar las actividades.  
La relativa variabilidad observada en los diferentes experimentos de PM113 y PM104 
pueden tener su base en una cinética no lineal del proceso que cause la pérdida de 
actividad o bien en el posible error introducido por el análisis bifásico, ya que la 




























































Figura 53. Ejemplo de un experimento de fusión. A: Curvas de un experimento con ET743 incubado 15 
minutos con el oligonucleótido AgC. B: Curvas de un experimento de fusión de PM113 incubado 15 
minutos con AgC. La concentración de ligando aumenta de izquierda a derecha. 
Tras incubar los cuatro compuestos 24 horas empleando exclusivamente DMSO como 
medio se observa que la actividad es la misma que con compuesto sin incubar, con 
excepción de PM113. Por lo tanto, sólo parece haber degradación en medio acuoso para 
PM104, PM1183 y ET743. En el caso de PM113, se produce una degradación idéntica a 
la que ocurría al incubar a 37 ºC, obteniéndose de nuevo una disminución de la 
actividad del 50%. 
Tabla 10. C50 obtenidas tras 24 horas de preincubación a 37 ºC en DMSO. 
Compuesto C50 (µM) 
 
24h·37ºC  
pre-AND en DMSO 
ET743 1,6 
PM1183 (C20)* 3,51 
PM113 1,17 
PM104 0,99 
*: Para PM1183 se calcula la C20 con el fin de comparar con los  
datos obtenidos en TAE 2X, aunque en DMSO sí se alcanza C50. 
Se ha comprobado que, una vez formados los complejos, no hay diferencias 
significativas de estabilidad (∆Tm, ver figura 54), independientemente del tiempo y 
temperatura de incubación o de si hay pérdida de la actividad, por tanto, los complejos 



















Figura 54. Aumentos de temperatura de fusión del oligonucleótido AgC con los ligandos que se indican. 
Se desconoce el fenómeno físico o químico que da lugar a esta pérdida de actividad. 
Posibles causas podrían ser una alteración química de la molécula, una reacción que 
produzca dimerización o multimerización, e incluso simple precipitación o adhesión a 
las paredes de los tubos. En concreto, en el caso de ET743, tras las incubaciones aparece 
una coloración amarillenta en las disoluciones de mayor concentración. 
En cualquier caso, si se tratase de un proceso químico, como degradación, se debe tener 
en cuenta que el principio farmacológicamente activo podría ser un producto de este 
proceso. En ese caso, su mecanismo de acción no sería a través de interacción con 
ADN. Por otra parte, habría que considerar que PM1183 es el que sufre mayor pérdida 
de su capacidad de unión al ADN (extrema tanto a 25 como a 37 ºC) ya que es el 
compuesto que parece unirse más débilmente al ADN, pero esto podría deberse 
precisamente a la disminución de su concentración efectiva. 
La aplicación del ensayo basado en el análisis de curvas de fusión para estudios de 
estabilidad es algo novedoso. De esta manera, hemos podido comprobar que en los 
experimentos con incubaciones largas que se llevan a cabo con estos cuatro compuestos 
en presencia de ADN se están produciendo dos procesos simultáneos y aparentemente 
relacionados: uno es la unión al ADN y el otro, una aparente alteración de los ligandos. 
La cuantificación de la actividad o capacidad de unión de estos ligandos al ADN 
mediante el parámetro C50 puede no ser muy precisa, sin embargo, sucesivas 
repeticiones de los experimentos han probado que se trata de un procedimiento robusto 
y reproducible. Las variaciones detectadas entre distintos experimentos no se deben a 
imprecisiones del método. De hecho, la posibilidad de desarrollar este ensayo de forma 
rápida y miniaturizada es lo que ha hecho posible obtener este tipo de resultados. 
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2.2.4. Aplicación a compuestos con unión compleja al ADN 
En apartados anteriores se ha mostrado que este método permite estudiar la interacción 
de ligandos de forma casi independiente de su modo de unión al ADN, con la excepción 
de agentes alquilantes que unen entre sí las dos hebras del ADN de modo irreversible 
(cross-linkers), como la mitomicina C o el cis-platino.  
En este apartado se muestra que el método permite también caracterizar la preferencia 
de unión a candena doble o cadena sencilla, asi como obtener evidencias de unión 
mediante mecanismos complejos. 
AMP-10.15 
Como se ha explicado anteriormente, dentro del grupo se han sintetizado diversas series 
de compuestos catiónicos heteroaromáticos con un nitrógeno cuaternario en posición 
cabeza de puente. A partir de 1-metil-γ-carbolina se obtuvo la bis-sal denominada 
AMP-10.15. Anteriores estudios con este compuesto por viscosimetría permitieron 
determinar su comportamiento mono- o bis-intercalante, dependiendo de la 
concentración. Al estudiar este compuesto mediante este método se consiguió distinguir 
sus diferentes tipos de interacción con ADN, debido a la aparición de curvas de fusión 
bifásicas con aumento de temperatura de fusión en cada una de las dos fases (ver figura 
55). Por tanto, la primera fase no corresponde a la fusión del ADN libre, sino al 
























































Figura 55. Estructura química del AMP-10.15 y ejemplo de curvas de fusión del oligonucleótido AT y 
concentraciones crecientes de este compuesto. 
En concreto, se ha podido comprobar que el método también permite discriminar entre 
la unión mono- y bis-intercalativa (monointercalante a bajas concentraciones y bis-
intercalante a concentraciones más elevadas de AMP-10.15, según resultados del grupo 
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no publicados). Con ello, podemos inferir que el aumento de temperatura de fusión que 
se produce en la primera fase de las curvas de disociación (fig. 55) corresponde a la 
unión monointercalativa (menos estable) y la segunda fase, a la bisintercalación, que es 
una unión más estable que la primera, lo cual concuerda con el mayor aumento de Tm. 
S23906-1 
El compuesto S23906-1 (cis-1,2-diacetoxi-1,2-dihidrobenzo[b]acronicina, figura 57) es 
un derivado sintético (Laboratorios Servier) del alcaloide natural acronicina, aislada en 
1948 de la corteza del arbusto australiano Acronychia baueri [279]. Es un agente 
alquilante que reacciona con el grupo exocíclico 2-NH2 de las guaninas, formando 
aductos muy estables [280] y ocasionando roturas de la doble hebra de ADN (DSB, 
double-strand breaks) [281]. Inhibe la síntesis de ADN conduciendo a apoptosis [282, 
283]. Presenta gran interés como antitumoral por su amplio espectro (frente a leucemia, 
melanoma, cáncer de pulmón, ovario o colorrectal [284], [285]). Se encuentra 









Figura 56. Estructura química del compuesto S23906-1. 
A diferencia de todos los demás compuestos que se han estudiado en esta Tesis, su 
unión al ADN ocasiona la desestabilización del dúplex [278], uniéndose a cadena 
sencilla, lo cual se debería ver reflejado en una disminución en su temperatura de 
fusión, que aumentará con la concentración del compuesto. Sin embargo, mediante 
nuestro método pudimos observar como el hecho de que se produzca una 
desestabilización (∆Tm < 0) o estabilización (∆Tm > 0) del dúplex parece ser 
dependiente de la secuencia del unión de este ligando (figura 57). 
Su comportamiento con los oligonucleótidos AT y GC indica una evidente preferencia 
por sitios GC, como había sido demostrado por otras metodologías [278], lo cual 
contribuye a la validación de nuestro método para su aplicación al estudio de la 
interacción de compuestos con unión a cadena sencilla. Un estudio más profundo frente 
a los diferentes sitios formados por una G y/o una C (G/C, CpG, GpC y CpC/GpG) 
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mostró que el mejor sitio de unión es GpC. Con los demás sitios no se observó ningún 
cambio en la temperatura de fusión (Tm), ni siquiera a la máxima concentración de 
S23906-1 (20 µM). Además, para poder observar cambios de Tm es necesario que haya 
al menos dos GpC (dúplex AgC2D, que coincide con los resultados obtenidos con 
gCgT); con un solo GpC apenas se detectan cambios. Sin embargo, dos GpC seguidos 



































Figura 57. Variación de la temperatura de fusión (∆Tm) con la concentración de S23906-1. Sólo se 
representan aquellas secuencias que han dado algún cambio de Tm. Con algunos dúplex no se registra 
una curva de fusión a elevadas concentraciones de ligando. 
A la vista de los resultados obtenidos con los dúplex ggC (que es tan desfavorable como 
el oligonucleótido AT, que es el peor), CCgCgg y CggCgg, parece que la presencia de 
una G o C delante de un sitio GpC hace que éste pase de sitio favorable a desfavorable. 
El hecho de que CTAg sea más desestabilizado que GC se corresponde con lo esperado, 
ya que contiene dos sitios GpC más. El oligonucleótido gTAC contiene el mismo sitio 
GpCpGpT que hay en GC (tabla 17), que no está presente en los demás 
oligonucleótidos de este segundo juego; sin embargo, podría ser que la presencia de una 
adenina a continuación permita que se una otra molécula de S23906-1. 
Las secuencias cuya unión estabiliza este compuesto son sobre todo ATAT y AATT, 
aunque también TTAA y Tgg2D. Sin embargo, con TATA (tabla 18) se obtienen unos 
resultados parecidos al oligonucleótido GC, es decir, se produce estabilización del 
dúplex (∆Tm > 0). 
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Tabla 17. Secuencia y resumen de resultados obtenidos en los experimentos de fusión de los 
oligonucleótidos indicados y el compuesto S23906-1. 
Oligonucleótido Secuencia (5’-3’) ∆Tm mín 
GC GCG CGG CGT CCG GGC C ≈ -10 ºC 
gCgg AAT ATA AAG CGG TAA ATT AA ≈ -2 ºC 
gCgT AAT ATA AAG CGT TAA ATT AA ≈ -1 ºC 
AgC2D AAT ATA AAG CAG CAA ATT AA ≈ -1 ºC 
CTAg-F GCG CGG CGC TAG CCG GGC C ∆Tm mín < GC 
gTAC-F GCG CGG CGT ACC GGG CC Cercano a los de GC 
gATC-F GCG CGG CGA TCC GGG CC Cercano a los de GC 
Tabla 18. Resumen de resultados conseguidos con las secuencias TATA, AATT, TTAA y ATAT y S23906-1. 
Oligonucleótido Secuencia (5’-3’) ∆Tm mín 
TATA-F GCG CGG CTATAC GGG CC Desestabiliza 
AATT-F GCG CGG CAATTC GGG CC Estabiliza 
TTAA-F GCG CGG CTTAAC GGG CC Estabiliza 
ATAT-F GCG CGG CATATC GGG CC Estabiliza 
A continuación, se resumen en forma de tabla (tabla 19) los resultados obtenidos con los 
oligonucleótidos con los que ha observado una menos alteración de la temperatura de 
fusión en presencia del compuesto S23906-1, así como sus secuencias. 
Tabla 19. Oligonucleótidos con los cuales la unión de S23906-1 causa un efecto menos destacable. 
Oligonucleótido Secuencia (5’-3’) ∆Tm mín 
AgC2r AAT ATA AAG CGC TAA ATT AA Débil. ∆Tm mín ≈ -0.5ºC 
Cgg AAT ATA AAC GGA AAT TAA Débil. ∆Tm mín ≈ -0.5ºC 
2SJ AAT ATA CgT TCg ATT AA Débil 
2SS AAT ATA CgT AAT ATC gAT TAA Muy débil 
Tgg2r AAT ATA AAC CAT GGA AAT TAA Muy débil 
Tgg2d AAT ATA AAC CAC CAA ATT AA Estabiliza ligeramente 
AgC AAT ATA AAG CAA ATT AA Muy débil 
Tgg AAT ATA AAC CAA ATT AA Muy débil 
AgA AAT ATA AAG AAA TTA A Muy débil 
CgA AAT ATA AAC gAA ATT AA Muy débil 
CCgCgg AAT ATA AAC CGC GGA AAT TAA Muy débil 
CggCgg AAT ATA AAC gGC GGA AAT TAA Muy débil 
CCgg AAT ATA AAC CgG TAA ATT AA Muy débil 
TCgA AAT ATA AAT CgA TAA ATT AA Muy débil 
ACgT AAT ATA AAA CgT TAA ATT AA Muy débil 
ggC AAT ATA AAG GCA AAT TAA No se detecta efecto 
AT CAA TTA AAT ATA AC No se detecta efecto 
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No se profundizó más en la caracterización de la unión de este compuesto al ADN ya 
que el bajo efecto (∆Tm) observado incluso a altas concentraciones, podría incluso 
indicar que su mecanismo de acción in vivo no conlleve al ADN como diana. 
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3.  APLICACIÓN DEL ENSAYO BASADO EN EL ANÁLISIS DE 
CURVAS DE FUSIÓN AL ESTUDIO DE LA INTERACCIÓN 
CON ADN DE CROMÓFOROS CATIÓNICOS CON 
NITRÓGENO CUATERNARIO EN POSICIÓN CABEZA DE 
PUENTE 
En nuestro grupo de investigación se ha empleado la reacción de Westphal como una de 
las metodologías de síntesis para la obtención de varias series de sistemas catiónicos 
heteroaromáticos. Las tres series estudiadas se han obtenido mediante esta reacción a 
partir de los sistemas de benzoazol, carbolina y pirrolodiazina.  
La condensación de Westphal fue descrita a principios de los años 60 por Westphal y 
colaboradores [287]. Se trata de la reacción de condensación de una sal de azinio con 
1,2-dicetonas en presencia de una base como n-dibutilamina o bicarbonato sódico. Los 
productos resultantes de la condensación tienen como característica común un sistema 
policíclico heteroaromático y la presencia de un nitrógeno cuaternario en posición 
cabeza de puente (reacción 1).   
 
Reacción 1. Reacción de condensación de Westphal (Y=C-R o N). 
En la figura 58 se muestra la estructura general de todas las series obtenidas hasta el 
momento. Para todos los compuestos sintetizados se ha determinado su actividad 
antiproliferativa frente al menos tres líneas celulares tumorales  (L1210, HT29 y L16) 





Figura 58. Series de cationes de tipo quinolizinio y aza-quinolizinio con actividad antiproliferativa 
Las series estudiadas tienen potencialidad intercalante de ADN debido a su estructura 
policíclica, aromática, plana y cargada. Para todos ellos se ha estudiado, en primer 
lugar, si se unen al ADN y, si la unión tiene lugar, se determina si esta es por 
intercalación. Los compuestos intercalantes de ADN se han sometido todos ellos a un 
estudio sobre la preferencia de secuencia de unión, analizándose las diferencias de 
comportamiento frente a AT y GC. 
Se han llevado a cabo dos estrategias para la caracterización de la unión de estas series 
de compuestos: 
1. En un principio, la estrategia consistía en realizar estudios sistemáticos de titulación 
de todos los compuestos con plásmido bacteriano en gel de electroforesis. Si a 
determinada concentración del ligando se produce un retraso en la banda de 
plásmido relajado, indicativo de una relajación de dicho plásmido causada por la 
unión del compuesto (ver figura 59), se puede concluir que el compuesto es 
intercalante de ADN. Para aquellos ligandos que no muestran una clara unión 
intercalante mediante este ensayo, aplicamos un segundo tipo de experimento. En 
este caso se realizan dos geles, uno de ellos incluyendo al propio compuesto a alta 
concentración en su composición y cargando en cada gel esa alta concentración del 
ligando más plásmido relajado (en un pocillo) y plásmido superenrollado (en otro 
segundo pocillo). Si tras la electroforesis se observa un superenrollamiento 
(positivo) del plásmido relajado y/o relajación del superenrollado (figura 59), el 
compuesto es intercalante. A continuación, se lleva a cabo el análisis del 
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comportamiento de estos ligandos al unirse a los oligonucleótidos AT y GC, 





Figura 59. Diferentes topoisómeros del plásmido, A: en relación con la concentración de intercalante. B: 
En electroforesis en gel se separan en base a su grado de compactación. 
2. Una vez desarrollado el método basado en el análisis de curvas de fusión y a la vista 
de las ventajas que presenta, como el bajo consumo de reactivos y tiempo, se pasó a 
su empleo para todos los nuevos compuestos sintetizados. Todos aquellos que 
causan un aumento de temperatura de fusión de los oligonucleótidos AT y/o GC se 
unen al ADN y son posibles intercalantes, por lo que, a continuación, se realizan los 
ensayos de intercalación de plásmido en gel de electroforesis, descartando a aquellos 
que no se unen. 
A continuación se muestran los resultados obtenidos para cada compuesto de estas 



























3.1.  Cromóforos derivados de bencimidazol y benzotiazol 
En la primera de las series, el cromóforo A tomado como referencia de esta serie, fue 
obtenido a partir de bencimidazol. La modificación del tamaño de éste, la forma, la 
sustitución del nitrógeno azólico por azufre y la sustitución del cromóforo generó una 
serie de 14 análogos obtenidos todos ellos por condensación de Westphal entre la 
















Figura 60. Heterociclo base y cromóforo de referencia de la serie de benzoazolio. 
Todos los compuestos de esta serie se detallan en la tabla siguiente. 























EBM-007 JSH-68 JPF-T-Me JSH-7.39 























JSH-7.14 EBM-913 JSH-63 JSH-7.38 























JSH-7.55 JSH-7.51 JSH-7.52 JSH-7.54 





   
JSH-6.47    
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En las páginas siguientes se muestran y discuten los resultados obtenidos, organizados a 
modo de fichas para cada compuesto. 
Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que los cromóforos tipo bencimidazolio 
que incorporan el sistema de fenantreno en su estructura (JSH-7.14, JSH-7.38, JSH-
7.55, JSH-7.51, JSH-7.52 y JSH-7.54) presentan, en general, mayor capacidad de unión 
al ADN que aquellos otros cromóforos que o bien no lo incorporan (EBM-007) o la 
fusión con la parte catiónica se produce con el sistema de acenafteno (JPF-T-Me, JSH-
63, JSH-68, JSH-7.39 y JSH-6.47) y perileno (EBM-913). Por tanto, parece que el 
grupo fenantreno confiere una mayor capacidad de interacción con ADN.  
La presencia de sustituyentes metilo y metoxilo en los cromóforos tipo benzotiazolio 
(JSH-7.55, JSH-7.51, JSH-7.52) le confiere al cromóforo una mayor afinidad por el 
ADN, como lo demuestra el aumento de estabilización (∆Tm) de dichos compuestos, 
frente al cromóforo no sustituido (JSH-7.38). La estabilización de los complejos 
formados por estos tres compuestos es extraordinariamente grande, llegando a alcanzar 
incrementos en la temperatura de fusión (∆Tm) de hasta 60 ºC. Con JSH-7.54, que está 
sustituido por flúor en la posición 2, se  alcanza un ∆Tm de 50 ºC. 
La mayoría de los cromóforos de esta serie que se unen al ADN lo hacen con 
preferencia por AT, puesto que son capaces de estabilizar esta secuencia en mucha 
mayor medida y con menores concentraciones que para el oligonucleótido GC. El único 
compuesto que causa mayor efecto al unirse a GC (mayor ∆Tm) a menores 
concentraciones que a AT y por tanto presenta preferencia por GC es JSH-68, que 



































Ensayo de relajación de plásmido en gel 








































































Incremento de temperatura de fusión (melting) con el aumento de 
concentración en las curvas de disociación obtenidas en TAE 2X. 
 
Concentraciones de ligando: 0, 1.95·10-8, 3.91·10-8, 7.81·10-8, 1.56·10-7, 
3.13·10-7, 6.25·10-6, 1.25·10-4, 2.5·10-4, 5·10-4, 1·10-5 y 2·10-5 M  
(de izquierda a derecha). 
 
Interpretación de resultados 
Intercalante con unión poco estable a 
los oligonucleótidos AT y GC. Se 
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Incremento de temperatura de fusión (melting) con el aumento de 
concentración en las curvas de disociación obtenidas en TAE 2X. 
 
Concentraciones de ligando: 0, 1.95·10-8, 3.91·10-8, 7.81·10-8, 1.56·10-7, 
3.13·10-7, 6.25·10-6, 1.25·10-4, 2.5·10-4, 5·10-4, 1·10-5 y 2·10-5 M  
(de izquierda a derecha).  
 
*  = picos de fluorescencia producidos por un fallo de lectura en el 
termociclador. 
Interpretación de resultados 
Intercalante. 
Se une tanto a AT como a GC, de 
manera similar y con poca 





























Ensayo de relajación de plásmido en gel 














































































Incremento de temperatura de fusión (melting) con el aumento de 
concentración en las curvas de disociación obtenidas en TAE 2X. 
 
Concentraciones de ligando: 0, 1.95·10-8, 3.91·10-8, 7.81·10-8, 1.56·10-7, 
3.13·10-7, 6.25·10-6, 1.25·10-4, 2.5·10-4, 5·10-4, 1·10-5 y 2·10-5 M            
(de izquierda a derecha). 
Interpretación de resultados 
Intercalante con unión preferente al 
oligonucleótido AT. 
Presenta una gran fluorescencia cuando 
está unido a ADN, como se puede 
observar (A) en las curvas de 
fluorescencia sin tratar de FAM frente a la 
temperatura y (B) en la propia disolución 
de compuesto iluminada con luz UV, con 



















15 35 55 75 ºC 
Al aumentar la concentración de ligando (de abajo a 
arriba), lo hace la fluorescencia de las curvas. 
 
Fotografía de disoluciones de JSH-7.39 en 

















Ensayo de relajación de plásmido en gel 






































































Incremento de temperatura de fusión (melting) con el aumento de 
concentración en las curvas de disociación obtenidas en TAE 2X. 
 
Concentraciones de ligando: 0, 1.95·10-8, 3.91·10-8, 7.81·10-8, 1.56·10-7, 
3.13·10-7, 6.25·10-6, 1.25·10-4, 2.5·10-4, 5·10-4, 1·10-5 y 2·10-5 M            
(de izquierda a derecha). 
 
Interpretación de resultados 
Se alcanza una estabilización muy 
alta tanto con AT como con GC. En 
concreto, el incremento máximo (a la 
mayor concentración de ligando) de 
temperatura de fusión con el 
oligonucleótido AT, por el que 
presenta preferencia, es de unos 55 º 

























Ensayo de relajación de plásmido en gel 














































Incremento de temperatura de fusión (melting) con el aumento de 
























Interpretación de resultados 
Unión al ADN casi inexistente (∆Tm 















































































50 60 70 80 90 ºC 
 
[JSH-63] (M)

























Incremento de temperatura de fusión (melting) con el aumento de 
concentración en las curvas de disociación obtenidas en TAE 2X. 
 
Concentraciones de ligando: 0, 1.95·10-8, 3.91·10-8, 7.81·10-8, 1.56·10-7, 
3.13·10-7, 6.25·10-6, 1.25·10-4, 2.5·10-4, 5·10-4, 1·10-5 y 2·10-5 M            
(de izquierda a derecha). 
Interpretación de resultados 
No parece intercalar: no relaja 
plásmido.  
















































































21 41 61 81 ºC 
 
[EBM-913] (M)

























Incremento de temperatura de fusión (melting) con el aumento de 
concentración en las curvas de disociación obtenidas en TAE 2X. 
 
Concentraciones de ligando: 0, 1.95·10-8, 3.91·10-8, 7.81·10-8, 1.56·10-7, 
3.13·10-7, 6.25·10-6, 1.25·10-4, 2.5·10-4, 5·10-4, 1·10-5 y 2·10-5 M            
(de izquierda a derecha). 
Interpretación de resultados 
Intercalante. 
Se une por igual a AT y GC, 
formando un complejo no muy 


























Ensayo de relajación de plásmido en gel 






































































Incremento de temperatura de fusión (melting) con el aumento de 
concentración en las curvas de disociación obtenidas en TAE 2X. 
 
Concentraciones de ligando: 0, 1.95·10-8, 3.91·10-8, 7.81·10-8, 1.56·10-7, 
3.13·10-7, 6.25·10-6, 1.25·10-4, 2.5·10-4, 5·10-4, 1·10-5 y 2·10-5 M           
(de izquierda a derecha). 
Interpretación de resultados 
Intercalante con unión a GC (∆Tm GC 
≈23 ºC) y preferente a AT, con 




























Ensayo de relajación de plásmido en gel 











































































Incremento de temperatura de fusión (melting) con el aumento de 
concentración en las curvas de disociación obtenidas en TAE 2X. 
 
Concentraciones de ligando: 0, 1.95·10-8, 3.91·10-8, 7.81·10-8, 1.56·10-7, 
3.13·10-7, 6.25·10-6, 1.25·10-4, 2.5·10-4, 5·10-4, 1·10-5 y 2·10-5 M            
(de izquierda a derecha). 
Interpretación de resultados 
Intercalante.  
Se une a AT y GC, con preferencia 
por AT y produce, con ambas 
secuencias, complejos ligeramente 




















































































































Incremento de temperatura de fusión (melting) con el aumento de 
concentración en las curvas de disociación obtenidas en TAE 2X.  
 
Concentraciones de ligando: 0, 1.95·10-8, 3.91·10-8, 7.81·10-8, 1.56·10-7, 
3.13·10-7, 6.25·10-6, 1.25·10-4, 2.5·10-4, 5·10-4, 1·10-5 y 2·10-5 M            
(de izquierda a derecha).  
 
*  = pico de fluorescencia producido por un fallo de lectura en el 
termociclador. 
Interpretación de resultados 
Es intercalante. Se une a GC y 
destaca su gran unión preferente a 
AT. De hecho, el cambio de 
pendiente que se produce con AT a 
2.5·10-4 M de JSH-7.55 sugiere un 




























Ensayo de relajación de plásmido en gel 

















































































Incremento de temperatura de fusión con la concentración de ligando en 
las curvas de disociación obtenidas en tampón fosfato potásico 20 mM. 
Se incluye el tratamiento bifásico de las curvas de AT (en rojo).  
 
Concentraciones de ligando: 0, 1.95·10-8, 3.91·10-8, 7.81·10-8, 1.56·10-7, 
3.13·10-7, 6.25·10-6, 1.25·10-4, 2.5·10-4, 5·10-4, 1·10-5 y 2·10-5 M            
(de izquierda a derecha). 
Interpretación de resultados 
Intercalante. 
Presenta unión preferente a AT, 
oligonucleótido que con este 
compuesto tiene curvas de fusión 
bifásicas y con destacable aumento 
de temperatura de fusión en la 
primera fase, lo que indica que la 
unión de este ligando a esta 
secuencia presenta más de un modo 
de interacción. La interacción más 
estable es la que se observa con la 
segunda fase, con la que se llega a 



















Ensayo de relajación de plásmido en gel 
















































































Incremento de temperatura de fusión con la concentración de ligando 
en las curvas de disociación obtenidas en tampón fosfato potásico 20 
mM. Se incluye el tratamiento bifásico de las curvas de AT (en rojo). 
Concentraciones de ligando: 0, 1.95·10-8, 3.91·10-8, 7.81·10-8, 1.56·10-7, 
3.13·10-7, 6.25·10-6, 1.25·10-4, 2.5·10-4, 5·10-4, 1·10-5 y 2·10-5 M            
(de izquierda a derecha).  
*  = pico de fluorescencia producido por un fallo de lectura en el 
termociclador. 
Interpretación de resultados 
Intercalante. 
Unión preferente a AT, aunque se 
une también a GC. Las curvas de AT 
son bifásicas, debido a la lenta 
cinética del proceso de unión de 
ambos. Además, dado que se produce 
incremento de temperatura de fusión 
(∆Tm) de ambas fases, parece que se 



















Ensayo de relajación de plásmido en gel 















































































Incremento de temperatura de fusión (melting) con el aumento de 
concentración en las curvas de disociación obtenidas en TAE 2X. 
 
Concentraciones de ligando: 0, 1.95·10-8, 3.91·10-8, 7.81·10-8, 1.56·10-7, 
3.13·10-7, 6.25·10-6, 1.25·10-4, 2.5·10-4, 5·10-4, 1·10-5 y 2·10-5 M            
(de izquierda a derecha).  
Interpretación de resultados 
Intercalante. 
Unión tanto a AT como a GC, con 

















3.2.  Cromóforos derivados de carbolina 
En la serie obtenida a partir de carbolinas el cromóforo de referencia B ha sido 
preparado a partir del sistema de β-carbolina (figura 61). Las posibilidades de variación 













Figura 61. Heterociclo base y cromóforo de referencia de las serie de carbolinio. 


























PVL-41 EBM-T9 PVL-27 PVL-32 




























PVL-18 PVL335 PVL-23 PVL321 





























PVL306 PVL306 EBM-T78d EBM-218 















APC-65 PVL80   
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En este caso los cromóforos derivados de α- y β-carbolina han mostrado ser inestables 
en disolución por lo que su estudio exige la preparación de disoluciones frescas en el 
momento de realizar las determinaciones experimentales. En ocasiones, esto ha 
resultado un problema por la imposibilidad de disponer de suficiente cantidad de 
compuesto sólido, por lo que algunos experimentos no pudieron ser completados.  
Hay muy poca o nula interacción de estos derivados de α- y β-carbolinas con secuencias 
ricas en GC, como se demuestra por la baja modificación que causan en la fusión de 
este oligonucleótido (pequeño ∆Tm), incluso a concentraciones saturantes de los 
ligandos. Destaca, sin embargo, la fuerte unión a AT (con curvas de fusión bifásicas) de 
EBM-T9 y PVL-335. 
Por el moderado cambio en la temperatura de fusión, tanto del oligonucleótido AT 
como del GC, ligandos que presentan interacción débil-media son PVL-23 y EBM-
T78d. 
La naturaleza de los sustituyentes presentes en algunos de los compuestos de esta serie 
parece tener gran importancia en relación con su capacidad de interaccionar con el 
ADN. Por ejemplo, la unión de EBM-T78d (con dos metilos como sustituyentes) es 
mucho menos estable con AT que la del compuesto con etilos como sustituyentes 
(EBM-T9) y sin embargo, con EBM-T78d se observa más interacción con la secuencia 
rica en GCs. 
Los cromóforos derivados de γ-carbolinio (PVL-80 y APC-65) se unen a ADN de forma 
débil (bajo ∆Tm, más aún en el caso de PVL-80, que no tiene los tres sustituyentes 
metilos como APC-65) y aparentemente sin selectividad de secuencia ya que presentan 
un comportamiento muy similar con la secuencia rica en ATs que con la rica en GCs. 
A continuación se detallan y discuten los resultados obtenidos con cada uno de los 
cromóforos derivados de α-, β- y γ-carbolinio de esta serie como fichas individuales 













































No se pudieron hacer los ensayos de 
 fusión ensayos por la inestabilidad de  
estos compuestos en disolución. 
 
 
No parece intercalar 



























Posible intercalante ya que parece 
 relajar plásmido S-, aunque de forma  
no muy patente. 
  
Se une tanto a AT como a GC,  
con pocas diferencias  
(∆Tm máx AT≈ 5ºC; ∆Tm máx GC≈ 7ºC). 
 
En cualquier caso, no produce una gran 
estabilización de la doble hebra, aunque 
de esta serie es el compuesto con mayor 
interacción con ADN. 
 














10-8 10-7 10-6 10-5 
[PVL-23] (M) 
PVL23 AT 








































No parece intercalar 
(No relaja plásmido S-). 
 
Destaca su alta fluorescencia unido a ADN. 
 








No se pudieron hacer los ensayos de 
 fusión por la inestabilidad del  



















Posible intercalante ya que parece 
 relajar plásmido S-, aunque de forma  
no muy patente. 
 




















PVL41 AT  
[PVL-41] (M) 






























No intercala, ya que no relaja plásmido.  
Los resultados obtenidos con las curvas de 
fusión revelan una unión muy débil tanto a 




10-8 10-7 10-6  
[PVL-32] (M) 
PVL32 AT 











































Ensayo de relajación de plásmido en gel 
 
   GEL CON EBM-T9    GEL SIN EBM-T9 
 

















Plásmido R R S- S- R R S- S- 
 
Análisis electroforético de plásmido  
superenrollado y relajado 
S- = plásmido pBsk preferentemente superenrollado negativo 

















































Incremento de temperatura de fusión con el aumento de concentración 
en las curvas de disociación obtenidas en TAE 2X. Se muestra el 
análisis bifásico del oligonucleótido AT.  
Concentraciones de ligando: 0, 1.95·10-8, 3.91·10-8, 7.81·10-8, 1.56·10-7, 
3.13·10-7, 6.25·10-6, 1.25·10-4, 2.5·10-4, 5·10-4, 1·10-5 y 2·10-5 M            
(de izquierda a derecha). 
Interpretación de resultados 
Es intercalante ya que, además de 
relajar plásmido, es capaz de 
superenrollar plásmido relajado. 
Las curvas de fusión muestran una 
escasa unión al oligonucleótido GC 
(∆Tm máx ≈ 2ºC) mientras que las 
curvas de AT son bifásicas y con 
notable estabilización a altas 




























Incremento de temperatura de fusión con el 
aumento de concentración en las curvas de 
disociación obtenidas en TAE 2X. Se muestra el 






























Ensayo de relajación de plásmido en gel 
 
Análisis electroforético de plásmido  
superenrollado y relajado 
S- = plásmido pBsk preferentemente superenrollado negativo 

























































Incremento de temperatura de fusión (melting) con el aumento de 
concentración en las curvas de disociación obtenidas en TAE 2X. 
 
Concentraciones de ligando: 0, 1.95·10-8, 3.91·10-8, 7.81·10-8, 1.56·10-7, 
3.13·10-7, 6.25·10-6, 1.25·10-4, 2.5·10-4, 5·10-4, 1·10-5 y 2·10-5 M            
(de izquierda a derecha). 
 
Interpretación de resultados 
Aunque no relaja plásmido S-, es 
intercalante ya que superenrolla 
plásmido relajado. 
Unión preferente a AT, aunque se 
une a GC, según se observa en las 













































































11 31 51 71 91
 
Concentraciones de ligando: 0, 1.95·10-8, 3.91·10-8, 7.81·10-8, 1.56·10-7, 
3.13·10-7, 6.25·10-6, 1.25·10-4, 2.5·10-4, 5·10-4, 1·10-5 y 2·10-5 M            




















Interpretación de resultados 
El ensayo electroforético sugiere 
algún tipo de interacción a muy altas 
concentraciones. Se trata de un 
desplazamiento de banda no 
interpretable como intercalación. 
El ensayo de fusión no parece 
mostrar ninguna capacidad de unión 
































Ensayo de relajación de plásmido en gel 
          GEL CON PVL335    GEL SIN PVL335 
 

















Plásmido S- R S- R S- R S- R 
 
Análisis electroforético de plásmido  
superenrollado y relajado 
S- = plásmido pBsk preferentemente superenrollado negativo 




















15 35 55 75 95
 
Concentraciones de ligando: 0, 1.95·10-8, 3.91·10-8, 7.81·10-8, 1.56·10-7, 
3.13·10-7, 6.25·10-6, 1.25·10-4, 2.5·10-4, 5·10-4, 1·10-5 y 2·10-5 M            
(de izquierda a derecha). 
 
[PVL335] (M)


























Incremento de temperatura de fusión con el aumento de concentración 
en las curvas de disociación obtenidas en TAE 2X. Se muestra el 
análisis bifásico de las curvas de AT. 
Interpretación de resultados 
Derivado de β-carbolinio de 
estructura química similar a la 
anterior (EBM-218), con un 
nitrógeno menos. 
No parece intercalante según los 
ensayos electroforéticos. No relaja 
plásmido superenrollado ni 
superenrolla plásmido relajado por 
topoisomerasa-I.  
Las curvas de fusión revelan que este 
compuesto no se une a la secuencia 
rica en GCs y sin embargo, se une 
fuertemente a ATs (igual que EBM-
T9). De hecho, las curvas AT son 
bifásicas y el aumento de Tm  medio 
de la fase 2 (disociación del complejo 
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AT 
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15 35 55 75 95
 
Concentraciones de ligando: 0, 1.95·10-8, 3.91·10-8, 7.81·10-8, 1.56·10-7, 
3.13·10-7, 6.25·10-6, 1.25·10-4, 2.5·10-4, 5·10-4, 1·10-5 y 2·10-5 M            




















Interpretación de resultados 
Se hizo en primer lugar el ensayo 
basado en el análisis de curvas de 
fusión y reveló que el compuesto no  
parece unirse  a ADN (∆Tm AT/GC =0 
ºC), por lo que no se hicieron los 





























































15 35 55 75 95
 
Concentraciones de ligando: 0, 1.95·10-8, 3.91·10-8, 7.81·10-8, 1.56·10-7, 
3.13·10-7, 6.25·10-6, 1.25·10-4, 2.5·10-4, 5·10-4, 1·10-5 y 2·10-5 M            




















Interpretación de resultados 
Se observa que  las curvas de 
disociación coinciden en ausencia o 
presencia del compuesto (∆Tm AT/GC 
=0 ºC), luego no parece unirse a 
ADN, por lo que no se hicieron los 


































































































































Incremento de temperatura de fusión (melting) con el aumento de 
concentración en las curvas de disociación obtenidas en TAE 2X. 
 
Concentraciones de ligando: 0, 1.95·10-8, 3.91·10-8, 7.81·10-8, 1.56·10-7, 
3.13·10-7, 6.25·10-6, 1.25·10-4, 2.5·10-4, 5·10-4, 1·10-5 y 2·10-5 M            
(de izquierda a derecha). 
Interpretación de resultados 
Es intercalante.  
Según las curvas de disociación, 
presenta una unión al ADN de carácter 
débil (∆Tm máx = 6 ºC) y parece 
comportarse igual independientemente 
de la secuencia, es decir, no tiene una 
clara preferencia de secuencia de unión, 









































































































Incremento de temperatura de fusión (melting) con el aumento de 
concentración en las curvas de disociación obtenidas en TAE 2X. 
 
Concentraciones de ligando: 0, 1.95·10-8, 3.91·10-8, 7.81·10-8, 1.56·10-7, 
3.13·10-7, 6.25·10-6, 1.25·10-4, 2.5·10-4, 5·10-4, 1·10-5 y 2·10-5 M            
(de izquierda a derecha). 
Interpretación de resultados 
Intercalante, puesto que relaja plásmido, 
aunque muy débilmente. 
Interacción débil con ADN (∆Tm máx = 5 
ºC). Apenas presenta selectividad de 
secuencia; si acaso, una muy ligera 
preferencia por GC. 
En general, los dos tipos de ensayo 
empleados (electroforesis en gel de 
agarosa y curvas de fusión), muestran 
una interacción aún más débil que la del 
















3.3.  Cromóforos derivados de azolodiazina 
La tercera serie se ha obtenido a partir del sistema de pirrolopirazina (figura 62). En este 
caso el cromóforo de referencia es el sistema tetracíclico C. 
N N
Heterociclo










Figura 62. Heterociclo base y cromóforo de referencia de la serie de pirrolo[1,2-a]pirazinio. 





























AGG-2-13 AGG-2-43 AGG-2-23 AGG-2-26 
































AGG-2-25 ABG-S01 AGG-2-24 AGG-2-36 


















AGG-2-22 AGG-2-34   
A la vista de la heterogeneidad de los resultados obtenidos con los pirrolopirazinios de 
esta serie resulta difícil establecer relaciones entre la estructura química y la interacción 
de estos cromóforos con el ADN. Los resultados muestran que el aumento de tamaño 
 154 
del cromóforo (pasando de cuatro a siete anillos, lo cual ocurre en los compuestos 
AGG-2.13 y AGG-2.43) parece estar relacionado con la capacidad de estos ligandos de 
unirse al ADN por intercalación, siendo esta unión de gran fortaleza, como se demuestra 
por el elevado incremento que producen en la temperatura de fusión de los 
oligonucleótidos AT y GC. En concreto, cabe destacar los resultados obtenidos con el 
compuesto AGG-2.13, con el que se alcanza un incremento en la temperatura de fusión 
próximo a 60 ºC. 
En general, el comportamiento de intercalación es bastante errático y débil en los 
sistemas tetracíclicos. Por este motivo, sólo se describen y discuten los resultados 
obtenidos con estos compuestos en forma de fichas individuales para cada cromóforo, 
que se presentan seguidamente. El compuesto AGG-2.26 se une en mayor medida que 
AGG-2.34, AGG-2.24 y ABG-S01.  
En cualquier caso, los ejemplos estudiados no permiten determinar la influencia de los 
sustituyentes (tipo, número y posición) en el proceso de intercalación de estos ligandos 































































































Incremento de temperatura de fusión con el aumento de concentración 
en las curvas de disociación obtenidas en TAE 2X. 
 
Concentraciones de ligando: 0, 1·10-9, 1·10-8, 1·10-7 y 1·10-6 M          
(de izquierda a derecha). 
Interpretación de resultados 
Intercalante. 
Gran unión al ADN (elevado ∆Tm). Se 
une con mayor preferencia a AT, ya 
que se produce una mayor 
estabilización (∆Tm) a menor 
concentración que la necesaria para el 
oligonucleótido GC. 
A altas concentraciones de ligando no 
hay curvas de AT en TAE  (la fusión se 
da a temperaturas más altas y no se 
completa la curva), por lo que se 































































Curvas de disociación e incremento de temperatura 
de fusión en las mismas, obtenidas en fosfato. 
Concentraciones de ligando, de izquierda a derecha: 
0, 1.95·10-8, 3.91·10-8, 7.81·10-8, 1.56·10-7, 3.13·10-7, 

























































15 35 55 75 95 ºC 
 
[AGG-2.25] (M)































Incremento de temperatura de fusión (melting) con el aumento de 
concentración en las curvas de disociación obtenidas en TAE 2X. 
 
Concentraciones de ligando: 0, 1.95·10-8, 3.91·10-8, 7.81·10-8, 1.56·10-7, 
3.13·10-7, 6.25·10-6, 1.25·10-4, 2.5·10-4, 5·10-4, 1·10-5 y 2·10-5 M            
(de izquierda a derecha). 
Interpretación de resultados 
No parece intercalar.  
Unión muy débil al ADN, puesto que  
sólo se observa un ligero efecto en la 
disociación del ADN y a elevadas 
concentraciones del compuesto (∆Tm 




















































































15 35 55 75 95 ºC 
Concentraciones de ligando: 0, 1.95·10-8, 3.91·10-8, 7.81·10-8, 1.56·10-7, 
3.13·10-7, 6.25·10-6, 1.25·10-4, 2.5·10-4, 5·10-4, 1·10-5 y 2·10-5 M            
















Interpretación de resultados 






























































15 35 55 75 95 ºC 
 
[AGG-2.24] (M)
























Incremento de temperatura de fusión (melting) con el aumento de 
concentración en las curvas de disociación obtenidas en TAE 2X. 
 
Concentraciones ligando: 0, 1.95·10-8, 3.91·10-8, 7.81·10-8, 1.56·10-7, 
3.13·10-7, 6.25·10-6, 1.25·10-4, 2.5·10-4, 5·10-4, 1·10-5 y 2·10-5 M            
(de izquierda a derecha). 
Interpretación de resultados 
Intercalante (relaja plásmido aunque 
sólo ligeramente y a concentraciones 
altas). 
El análisis de las curvas de fusión 
revela que se une por igual a AT y GC, 
ya que el perfil de las curvas de ∆Tm 
frente a concentración de ligando es 
idéntico. Unión muy poco 











































































































Incremento de temperatura de fusión (melting) con el aumento de 
concentración en las curvas de disociación obtenidas en TAE 2X. 
 
Concentraciones de ligando: 0, 1.95·10-8, 3.91·10-8, 7.81·10-8, 1.56·10-7, 
3.13·10-7, 6.25·10-6, 1.25·10-4, 2.5·10-4, 5·10-4, 1·10-5 y 2·10-5 M            
(de izquierda a derecha). 
Interpretación de resultados 
No parece intercalar. En el gel se 
observa un gran retraso en la migración 
de la banda a 1 mM del compuesto, 
pero es debida al arrastre que produce 
el ligando (con carga positiva) de ADN 
hacia el cátodo.  
Prácticamente no se une a ADN, como 
se puede observar en las curvas de 








































































15 35 55 75 95 ºC 
 
































Incremento de temperatura de fusión (melting) con el aumento de 
concentración en las curvas de disociación obtenidas en TAE 2X. 
 
Concentraciones de ligando: 0, 1.95·10-8, 3.91·10-8, 7.81·10-8, 1.56·10-7, 
3.13·10-7, 6.25·10-6, 1.25·10-4, 2.5·10-4, 5·10-4, 1·10-5 y 2·10-5 M            
(de izquierda a derecha). 
Interpretación de resultados 
Intercalante. 
















































































































Incremento de temperatura de fusión (melting) con el aumento de 
concentración en las curvas de disociación obtenidas en TAE 2X. Para 
el oligo AT se muestran tanto el análisis monofásico como el bifásico. 
Concentraciones de ligando: 0, 1.95·10-8, 3.91·10-8, 7.81·10-8, 1.56·10-7, 
3.13·10-7, 6.25·10-6, 1.25·10-4, 2.5·10-4, 5·10-4, 1·10-5 y 2·10-5 M            
(de izquierda a derecha). 
Interpretación de resultados 
Intercalante con unión preferente a  
AT.  
De hecho, con AT se observan curvas 
de disociación con dos fases, lo que 
indica que la reacción de unión tiene 
una cinética lenta. Por otra parte, el 
complejo formado es muy estable (∆Tm 
AT máx ≈ 30 ºC). Además, el aumento de 
∆Tm de la primera fase refleja un modo 
de unión complejo, puesto que este 
aumento de Tm indica que esta fase no 
representa al ADN libre, sino a un 











































































15 35 55 75 95ºC 
Concentraciones de ligando: 0, 1.95·10-8, 3.91·10-8, 7.81·10-8, 1.56·10-7, 
3.13·10-7, 6.25·10-6, 1.25·10-4, 2.5·10-4, 5·10-4, 1·10-5 y 2·10-5 M            












Interpretación de resultados 
No intercalante. 
No parece unirse a ADN, puesto que su 
presencia no aumenta la temperatura de 
fusión ni del oligonucleótido AT ni del 
GC, en tampón TAE 2X.  
En tampón fosfato potásico 20 mM, 
parece producir una ligera 
desestabilización de la doble cadena 
independientemente de la secuencia, es 








15 35 55 75 95ºC 
Curvas de disociación del oligonucleótido AT 































































15 35 55 75 95 ºC 
 
[AGG-2.34] (M)10































Incremento de temperatura de fusión (melting) con el aumento de 
concentración en las curvas de disociación obtenidas en TAE 2X.  
 
Concentraciones de ligando: 0, 1·10-9, 1·10-8, 1·10-7 y 1·10-6 M            
(de izquierda a derecha). 
Interpretación de resultados 
Intercalante. 
Según las curvas de disociación, su 
unión al ADN es débil: sólo causa un 
aumento en la temperatura de fusión a 
altas concentraciones. Preferencia 















































Ensayo de relajación de plásmido en gel 
              GEL CON AGG-2.26        GEL SIN AGG-2.26 
 
        
 
                  
[AGG-2.26] 0      mM 
0,1     
mM 
0   
mM 
0,1       
mM 
0   
mM 
0,1       
mM 
0   
mM 
0,1       
mM 
   Plásmido   R   R    S-  S- R R S- S- 
 
Análisis electroforético de plásmido  
superenrollado y relajado 
S- = plásmido pBsk preferentemente superenrollado negativo 














































Incremento de temperatura de fusión (melting) con el aumento de 
concentración en las curvas de disociación obtenidas en TAE 2X. 
 
Concentraciones de ligando: 0, 1.95·10-8, 3.91·10-8, 7.81·10-8, 1.56·10-7, 
3.13·10-7, 6.25·10-6, 1.25·10-4, 2.5·10-4, 5·10-4, 1·10-5 y 2·10-5 M            
(de izquierda a derecha). 
Interpretación de resultados 
Intercalante con clara preferencia por  
AT, secuencia con la que se observa un 
mayor aumento de Tm y a menores 
concentraciones que con GC. ∆Tm AT 




































3.4. Bis-sales basadas en cromóforos de γ-carbolina 
La unión por diferentes cadenas de uno de los cromóforos de γ-carbolinio anteriormente 
detallados generó diversas bis-sales con potencialidad bis-intercalante que se detallan en 

















































Figura 63. Estructura de bis-intercalantes generados a partir de un cromóforo de γ-carbolina. 
Estudios iniciales revelaron que la cadena de unión de bis-piperidina (presente en el 
ditercalinio) no confiere al sistema propiedades de bis-intercalante pero que cadenas 
más flexibles como diamidas o polimetilenos hacen que las correspondientes bis-sales 
se comporten como bis-intercalante, aumentando la afinidad de estos sistemas varios 





























AMP-9.4 AMP-9.43 AMP-9.67 






























AMP-10.15 AMP-10.37 AMP-10.32 
A diferencia de los resultados obtenidos con los cromóforos monointercalantes de γ–
carbolinio PVL-80 y APC-65, las bis-sales muestran una elevada afinidad por el ADN, 
puesto que son capaces de aumentar la temperatura de fusión de éste a partir de 
concentraciones bajas. Además, los complejos ADN-ligando son altamente estables 
(∆Tm máximo de 30 a 40 ºC). Por lo tanto, la dimerización aumenta la interacción con 
ADN y los complejos formados son más estables, de forma más notable a partir de 
cierta longitud en la cadena de unión entre monómeros. 
La naturaleza de la cadena de unión de los cromóforos monointercalantes influye en la 
interacción, modulándola. En concreto, el comportamiento de las bis-sales con cadenas 
polimetilénicas (AMP-9.4, 9.43 y 9.67) es muy similar entre todos ellas, 
independientemente de la longitud de la cadena y todas presentan gran afinidad en la 
unión al ADN, mayor que la observada en las bis-sales que incorporan cadenas amídicas 
(AMP-10.15 y 10.37). Por otra parte, la cadena presente en AMP-10.32, derivada de la 
piperidina, parece ser la causante de la baja solubilidad de este ligando. 
En las páginas siguientes se presentan los resultados obtenidos y su correspondiente 
































































































































Incremento de temperatura de fusión (melting) con el aumento de 
concentración en las curvas de disociación obtenidas en TAE 2X. 
 
Concentraciones de ligando: 0, 1.95·10-8, 3.91·10-8, 7.81·10-8, 1.56·10-7, 
3.13·10-7, 6.25·10-6, 1.25·10-4, 2.5·10-4, 5·10-4, 1·10-5 y 2·10-5 M            
(de izquierda a derecha). 
Interpretación de resultados 
Intercalante: relaja ADN plasmídico, 
incluso a concentraciones bajas (desde 
0,1 µM). 
Por otra parte, según las curvas de 
disociación, la estabilidad de los 
complejos formados por este dímero es 
alta (∆Tm máx entre 20 y 30 ºC). Se 
hicieron los experimentos en TAE y en 
fosfato. 
En TAE 2X, la menor preferencia es 
hacia AT, ya que parece ser necesaria 
una mayor concentración del ligando 
para obtener el mismo efecto (∆Tm) que 
se consigue con otras secuencias.  
En fosfato se obtienen curvas bifásicas 
(porque la cinética es lenta). El orden de 
preferencia en la unión es GC≥AT> 
Tgg>AgC, según el parámetro C50 o 
concentración a la que la proporción de 
las dos fases (ADN libre y complejo) es 
la misma: 
 
AgC Tgg AT GC 



















































































































Incremento de temperatura de fusión (melting) con el aumento de 
concentración en las curvas de disociación obtenidas en TAE 2X. 
 
Concentraciones de ligando: 0, 1.95·10-8, 3.91·10-8, 7.81·10-8, 1.56·10-7, 
3.13·10-7, 6.25·10-6, 1.25·10-4, 2.5·10-4, 5·10-4, 1·10-5 y 2·10-5 M            
(de izquierda a derecha). 
Interpretación de resultados 
Es intercalante. 
Con respecto a las curvas de disociación, 
no se dispone de datos a altas 
concentraciones del ligando ya que no es 
posible registrar las curvas, quizá debido 
a efectos de apantallamiento o 
quenching de la fluorescencia emitida 
por el oligonucleótido-FAM. Con los 
datos obtenidos,  parece que empieza a 
observarse el efecto de la unión del 
ligando (∆Tm) a concentraciones 
menores con el oligonucleótido GC, lo 
que indicaría preferencia hacia esta 
secuencia. 
Los mismos experimentos de fusión pero 
en tampón fosfato generan curvas 
bifásicas. El parámetro C50 
(concentración a la que hay un 50% de 
fase 1 o ADN libre y de fase 2 o 
complejo) indica mayor preferencia 
frente a AgC que frente a Tgg y AT. Sin 
embargo, no se obtienen datos para GC 
ya que las curvas se desplazan hacia 
rangos de temperatura que no se pueden 
analizar. 
 
AgC Tgg AT GC 
C50 (µM) 0,72 0,54 0,56 * 
* : no se registra la curva de fusión de la 



















































































































Incremento de temperatura de fusión (melting) con el aumento de 
concentración en las curvas de disociación obtenidas en TAE 2X. 
 
Concentraciones de ligando: 0, 1.95·10-8, 3.91·10-8, 7.81·10-8, 1.56·10-7, 
3.13·10-7, 6.25·10-6, 1.25·10-4, 2.5·10-4, 5·10-4, 1·10-5 y 2·10-5 M            
(de izquierda a derecha). 
Interpretación de resultados 
Intercalante. 
Se une tanto a secuencias ATs como 
GCs. En cuanto a la preferencia, no se 
observan diferencias salvo para el 
oligonucleótido Tgg, que parece el peor. 
Según los datos de C50 obtenidos en 
tampón fosfato, parece tener preferencia 
por AgC, incluso frente a ACC/Tgg. 
 
AgC Tgg AT GC 
C50 (µM) 0,64 0,52 0,44 * 
* : no se registra la curva de fusión de la 
segunda fase completa (sólo complejo ADN-



























































































































Incremento de temperatura de fusión (melting) con el aumento de 
concentración en las curvas de disociación obtenidas en TAE 2X.  
 
Concentraciones de ligando: 0, 1.95·10-8, 3.91·10-8, 7.81·10-8, 1.56·10-
7
, 3.13·10-7, 6.25·10-6, 1.25·10-4, 2.5·10-4, 5·10-4, 1·10-5 y 2·10-5 M            
(de izquierda a derecha). 
Interpretación de resultados 
Intercalante. 
Presenta una unión muy estabilizadora 
(∆Tm máx de alrededor de 40 ºC) con 
preferencia por GC. 
En tampón fosfato las  curvas de fusión 
son bifásicas y según el parámetro C50 o 
concentración a la que la proporción de 
las dos fases es la misma, el orden de 
preferenica es: Tgg=AT>AgC: 
 
AgC Tgg AT GC 
C50 (µM) 4,45 6,99 6,97 * 
* : no se registra la curva de fusión de la 
segunda fase completa (sólo complejo ADN-

























































































































Incremento de temperatura de fusión (melting) con el aumento de 
concentración en las curvas de disociación obtenidas en TAE 2X. 
 
Concentraciones de ligando: 0, 1.95·10-8, 3.91·10-8, 7.81·10-8, 1.56·10-7, 
3.13·10-7, 6.25·10-6, 1.25·10-4, 2.5·10-4, 5·10-4, 1·10-5 y 2·10-5 M            
(de izquierda a derecha). 
Interpretación de resultados 
Es intercalante. 
Este es el único de los dímeros de esta 
serie que da curvas monofásicas en los 
dos tampones. En ambos casos ocurre 
como se muestra para TAE: la unión es 
preferente por GC y con en efecto muy 




























Ensayo de relajación de plásmido en gel:  






















































Incremento de temperatura de fusión con el aumento de concentración 
en las curvas de disociación obtenidas en TAE 2X. No se indican 
concentraciones porque se desconocen, ya que el compuesto no se 
disuelve por completo.  
 
Las concentraciones del ligando son desconocidas ya que el 
compuesto no se disolvió bien. Son crecientes de izquierda a derecha. 
Interpretación de resultados 
Es intercalante. 
Las curvas de disociación obtenidas en 
TAE 2X son bifásicas, lo que indica que 
la reacción de unión es lenta. La 
concentración de compuesto a la que se 
da un 50% de las dos fases (ADN libre y 
complejo ADN-ligando) o C50 indica que 
se une preferentemente a GC ya que C50 
AT es mayor que C50 GC. Sin embargo, el 
complejo que se forma con el 
oligonucleótido AT es más estable 







































Las aportaciones de este trabajo se pueden resumir en las siguientes conclusiones: 
1. Se ha desarrollado un método miniaturizado y de elevado rendimiento para el 
estudio de la secuencia preferente de unión de ligandos de diversa naturaleza al 
ADN, basándose en el análisis de curvas de fusión de oligonucleótidos marcados 
con fluorescencia y con el empleo de un termociclador para la lectura de los datos. 
2. Ha sido posible aplicar este método a un elevado número de compuestos ya que es 
sensible, eficaz y requiere un mínimo consumo de tiempo y reactivos. 
3. Dicho método ha sido optimizado y validado con distintos compuestos de bajo peso 
molecular cuya interacción con ADN había sido ya establecida a través de otras 
metodologías. Así, se ha estudiado la interacción de compuestos con distintos 
modos de interacción con el ADN: ligandos con unión al surco menor (DAPI y 
Hoescht 33258), los agentes monointercalantes bromuro de etidio y doxorrubicina 
(que, además, interacciona de forma no intercalante mediante su aminoazúcar), 
varios bisintercalantes (TOTO-I, tiocoralina-A y equinomicina), ligandos con unión 
covalente (diversas ecteinascidinas y derivados) y compuestos con unión compleja 
al ADN (como la bis-sal AMP-10.15, derivada de 1-metil-γ-carbolina y S23906-1, 
que se une preferentemente al ADN de cadena sencilla). 
4. Se ha aplicado este método a la caracterización de la unión a ADN de una 
quimioteca de compuestos catiónicos heteroaromáticos sintetizados en el grupo de 
investigación, determinando su preferencia general de secuencia y evaluando, por 
otra parte, su capacidad de unión al ADN por intercalación mediante ensayos 
electroforéticos. Así, se ha analizado la interacción con ADN de cromóforos 
derivados de bencimidazol y benzotiazol, ligandos derivados de carbolina, derivados 
de azolodiazina y bis-sales basadas en cromóforos de γ-carbolina. 
5. Se han podido establecer algunas relaciones estructura-actividad con los resultados 
obtenidos mediante el empleo de esta metodología en el estudio de la interacción de 
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